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S staranjem prebivalstva se povečuje tudi število bolezni, ki so povezane s staranjem. 
Obstaja več kazalcev za določanje biološke starosti organizma, največkrat se uporablja 
dolžina telomer. Telomere so heterokromatinske strukture na koncu kromosomov, ki se 
skrajšajo z vsako celično delitvijo, občutljive pa so tudi na oksidativni stres in vnetje. Nekaj 
študij je dokazalo povezavo med krajšimi telomerami in osteoporozo. Osteoporoza je 
presnovna bolezen kosti, za katero sta značilni nizka kostna masa in porušena 
mikroarhitektura kostnega tkiva, kar vodi do povečane lomljivosti kosti. Obstaja več zdravil, 
ki se uporabljajo za preprečevanje izgube kostne mase, eno od novejših je osteoanabolno 
zdravilo teriparatid, ki se v Sloveniji predpiše le bolnikom s hudo obliko bolezni. V 
magistrski nalogi smo preučevali vpliv dolžine telomer v levkocitih na uspešnost terapije s 
teriparatidom. To je prva študija, ki preučuje to povezavo. Iz polne krvi preiskovank odvzete 
pred začetkom zdravljenja smo izolirali DNA in s kvantitativno verižno reakcijo s 
polimerazo v realnem času določili relativno dolžino telomer v levkocitih. S korelacijo smo 
dokazali negativno povezavo med kronološko starostjo in dolžino telomer v levkocitih (p = 
0,019), mejno statistično značilna negativna korelacija pa je med dolžino telomer v 
levkocitih in razliko v mineralni kostni gostoti po 24 mesecih terapije na mestu ledvenih 
vretenc (p = 0,060) in celotnega kolka (p = 0,073). Z linearno regresijo smo ugotavljali 
vplive relativne dolžine telomer v levkocitih, kronološke starosti, starosti ob menopavzi, 
terapije z vitaminom D in kalcijem, indeksom telesne mase, časa zdravljenja s teriparatidom, 
vpliv mineralne kostne gostote (MKG) pred začetkom zdravljenja ter prekinitve zdravljenja 
na uspešnost terapije s teriparatidom, ki smo jo opredelili s spremembo v MKG na različnih 
mestih. Po 24 mesecih terapije je na spremembo na predelu vrata stegnenice značilno 
vplivala začetna MKG (p = 0,013), na predelu ledvenih vretenc mejno statistično značilno 
vpliva starost ob menopavzi (p = 0,084), na predelu celotnega kolka pa ima značilen vpliv 
vnos kalcija (p = 0,049) in mejno statistično značilen vpliv dolžina telomer v levkocitih (p 
= 0,064). Primerjali smo kakšne so dolžine telomer v levkocitih pri bolnicah z uspešnim in 
bolnicah z neuspešnim odzivom na zdravljenje ter ugotovili, da imajo bolnice, ki se niso 
odzvale na zdravljenje, daljše telomere v levkocitih. Na podlagi rezultatov sklepamo, da z 
enkratno meritvijo dolžine telomer v levkocitih ne moremo napovedati uspešnosti terapije s 
teriparatidom, saj imajo mlajše bolnice daljše telomere in večjo mineralno kostno gostoto, 
za zdravljenje s teriparatidom pa je značilno, da imajo boljši prirast v mineralni kostni gostoti 




Aging of the world's population is associated with increasing number of age-related diseases.  
The biological age of an organism can be determined by many markers, the most common 
is telomere length. Telomere is a heterochromatin structure on the chromosome end which 
gets shorter with every cell division and is susceptible to oxidative stress and inflammation. 
Some studies report association between shortened telomere length and osteoporosis. 
Osteoporosis is a metabolic bone disease, determined by low bone mass and 
microarchitectual deterioration which leads to higher incidence of fractures. There are many 
drugs to prevent bone loss, including the osteoanabolic drug teriparatide. In Slovenia, it is 
prescribed only to patients with the most severe cases of osteoporosis. In our research we 
studied the effect of leukocyte telomere length on teriparatide treatment. This is the first 
study to evaluate this relationship. We isolated DNA from whole blood which was taken 
before treatment, measured the leukocyte telomere length by using real-time polymerase 
chain reaction, and statistically analysed the association. The results show negative 
correlation between chronological age and leukocyte telomere length (p = 0,019), and week 
negative correlation between leukocyte telomere length and changes in bone mineral density 
in lumbar spine (p = 0,060) and in total hip (p = 0,073). We evaluated the effects of leukocyte 
telomere length, chronological age, age at the menopause, vitamin D and calcium intake, 
body mass index, time of teriparatide treatment, bone mineral density (BMD) before the 
treatment and at the termination time of the treatment on therapy outcome with linear 
regression. The success of treatment was determined by changes in BMD at different sites. 
After 24 months of therapy the changes in BMD at the femoral neck are affected by the 
BMD before treatment (p = 0,013), at lumbar spine by age at the beginning of menopause 
(p = 0,084) and at total hip by calcium intake (p = 0,049) as well as leukocyte telomere length 
(p = 0,064). The leukocyte telomere length was compared between patients with good 
response to teriparatide therapy and those with no response. Longer telomeres were observed 
in patients with no response to the treatment.  We conclude that one-time measurement of 
leukocyte telomere length cannot be used to predict the outcome of teriparatide treatment. 
Teriparatide is more efficient in patients with lower bone mineral density at the beginning 
of the therapy. In our case, the patients with longer telomeres were younger and therefore 
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A                    absorbanca 
Cq                   kvantifikacijski cikel 
CTX                C-terminalni telopeptid kolagena tipa I 
DXA    dvoenergijska rentgenska absorpciometrija (ang. Dual-energy X-ray absorptiometry) 
DNA                deoksiribonukleinska kislina 
dNTP               deoksinukleozid-trifosfat 
DTL                dolžina telomer v levkocitih 
EDTA             etilendiamintetraocetna kislina 
fn  vrat stegnenice (ang. femoral neck) 
FISH               fluorescenčna in situ hibridizacija 
ITM        indeks telesne mase 
ls   ledvena vretenca (ang. lumbar spine) 
(k)bp               (kilo)bazni par  
MKG               mineralna kostna gostota 
OPG                 osteoprotegerin 
PCR                 verižna reakcija s polimerazo 
PINP                N-terminalni del propeptida prokolagena tipa I 
PTH                 parathormon 
RANK             receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika κB 
RANKL          ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika κB 
RNA                ribonukleinska kislina 
SD                   standardna deviacija 
tot.hip  celotni kolk (ang. total hip) 




1.1 Vloga in pomen telomer 
Na koncu kromosomov se nahajajo posebne heterokromatinske strukture, ki jih imenujemo 
telomere. Pri sesalcih so telomere dolge nekaj kilo baznih parov (kbp) in predstavljajo 
dvoverižne, nekodirajoče, tandemske ponovitve heksamera TTAGGG, na terminalnem delu 
(3'-OH) pa je enoverižna regija, ki je bogata z gvaninom. S pomočjo zaščitnega proteinskega 
kompleksa telomere oblikujejo kompleksno tridimenzionalno strukturo, ki je pomembna za 
njihovo funkcijo (1-3). Telomere so pomembne za zaščito genomske DNA, saj ščitijo konce 
kromosomov pred razgradnjo in rekombinacijo, hkrati pa preprečujejo izgubo dednega 
materiala pri vsaki celični delitvi. Konci kromosomov se ne morejo podvajati tako 
učinkovito kot ostali predeli DNA, zato se z vsako celično delitvijo izgubi del kromosomskih 
koncev, kar bi lahko s časoma vodilo v izgubo dednega materiala. Ker pa so telomere 
nekodirajoči deli, se s tem ta izguba prepreči. Zaradi tridimenzionalne strukture telomer se 
prosti konci 3'-OH linearnih kromosomov ne zaznajo kot poškodbe DNA. Tako se prepreči 
združevanje koncev DNA, rekombinacijo DNA ali popravljanje DNA, kar bi sicer vodilo v 
nestabilne kromosome. (3, 4). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz strukture telomer (prirejeno po (5)). 
TRF1- telomere vezoči dejavnik 1 (ang. telomeric repeat-binding factor 1), TRF2- telomere 
vezoči dejavnik 2 (ang. telomeric repeat-binding factor 2), TIN2- TRF1-interaktivni protein 
2 (ang. TRF1-interacting protein 2), RAP1- represorski/aktivatorski protein 1 (ang. 
repressor/activator protein 1), POT1- zaščitni telomerni protein 1 (ang. protection of 




Za funkcijo telomer je zelo pomembna njihova struktura. Na 3'-OH koncu telomer je prisotna 
30-400 nukleotidov dolga enoverižna veriga, bogata z gvaninom, ki se zavije nazaj in se 
vrine v dvoverižno regijo telomer. Tako nastaneta telomerna (T) in izpodrinjena (D, ang.  
displacement) zanka (slika 1). Za zaščito kromosomskih koncev pred razgradnjo, 
popravljalnimi mehanizmi DNA in telomerazo je pomembna predvsem T-zanka. Na 
področju telomer je prisoten poseben kompleks zaščitnih proteinov, ki omogočajo in 
stabilizirajo njihovo strukturo (1). Pri ljudeh je področje telomer zelo občutljivo na poškodbe 
in nepravilnosti. Z gvaninom bogata regija je kemijsko bolj občutljiva za škodljive 
oksidativne reakcije, poleg tega lahko vezava zaščitnih proteinov zavre ali celo prepreči 
procese popravljanja DNA, zaradi česar se poškodbe DNA v področju telomer ne popravijo. 
Tako so telomere predeli, ki skrbijo za ohranjanje genoma in so hkrati eno izmed najbolj 
občutljivih področij genoma (4).  
 
Z vsako celično delitvijo se telomere skrajšajo zaradi nepopolnega podvajanja 5' konca novo 
nastale verige DNA (slika 2). Podvajanje DNA poteka v smeri 5' – 3', katalizira pa ga encim 
DNA-polimeraza, ki lahko dodaja nukleotide le na prosto –OH skupino na 3' koncu že 
obstajajočega nukleotida. Zato so za začetek potrebni RNA oligonukleotidni začetniki, da 
lahko DNA-polimeraza začne dodajati nukleotide. Ko se podvajanje konča, se RNA 
začetniki odstranijo in nastanejo 8-12 nukleotidov velike vrzeli, kamor se dodajo DNA 
nukleotidi. Na 5' koncu novonastale verige se ta vrzel ne more zapolniti, saj ni proste -OH 
skupine. Tako ima hčerinska veriga za nekaj nukleotidov krajše telomerne ponovitve (3, 6, 
7). Pri gojenih človeških celicah se telomerne ponovitve krajšajo zelo različno, od 33-120 
bp/celično delitev. Pri fibroblastih se telomere s celično delitvijo skrajšajo za 75 bp, pri 
levkocitih pa so in vitro opazili skrajšanje za 100 bp na celično delitev. Letno se telomere v 
človeškem tkivu in organih in vivo skrajšajo za 50-120 bp (8).  
 
Ko telomere dosežejo kritično dolžino, se sproži replikativno staranje (ang. replicative 
senescence) in kromosomi s kratkimi telomerami se združijo (8). Za celično staranje so 
značilni izguba replikacije ter številne spremembe v celični morfologiji, izražanju genov, 
metabolizmu, epigenetiki ter druge. Ena izmed hipotez predvideva, da se s krajšanjem 
telomer do kritične dolžine komponente zaščitnega proteinskega kompleksa odstranijo iz 
regije telomer in s tem destabilizirajo T-zanko. Posledično pride do izpostavitve koncev 
telomer, kar popravljalni mehanizmi DNA prepoznajo kot prelom dvojne verige. Odziv na 
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nefunkcionalne telomere je lahko aktivacija p53 in p16 signalne poti (2, 6, 9). Da dosežemo 
replikativno staranje, mora biti disfunkcionalnih vsaj pet telomer v celici (10). Tako celice 
preidejo v staranje (fazo G0 celičnega cikla) ali apoptozo (11). Nekatere hipoteze 
predvidevajo, da se lahko enak odziv doseže tudi neodvisno od dolžine telomer, in sicer 
zaradi poškodb, ki  se kopičijo v telomerah (12). Posledice kopičenja starajočih se celic so v 
grobem dvoje: staranje vodi do zmanjšanja števila mitotično aktivnih celic v določenem 
tkivu, kar omejuje potencial za rast in popravljanje, poleg tega pa se akumulacija odraža v 
sproščanju proteaz, rastnih faktorjev in vnetnih citokinov, ki vplivajo na sosednje, ne nujno 
stare celice. Po navadi to spodbudi imunski odziv k odstranitvi starih celic, vendar se s 
staranjem ta funkcija imunskega sistema zmanjša. To privede do kopičenja starih celic zaradi 
okrnjenih telomer ter posledično staranja organov in organizma (9). Ob rojstvu so telomere 
v povprečju dolge 11 do 15 kbp, pri starejših pa so značilno krajše, okrog 4 kbp (13). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz krajšanja telomer (prirejeno po 14). 
 
1.2 Dejavniki, ki vplivajo na dolžino telomer 
Telomere so dinamične strukture, njihova dolžina je odvisna od ravnotežja med krajšanjem 
in podaljševanjem (12). Podaljševanje telomer omogoča encim telomeraza, ki je sestavljen 
iz reverzne transkriptaze (TERT), RNA matrice (TERC) ter pripadajočih proteinov. 
Telomeraza je specializirana DNA-polimeraza, ki dodaja nove TTAGGG ponovitve na 
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konce kromosomov ter tako preprečuje njihovo krajšanje zaradi podvajanja DNA. Izražanje 
telomeraze je v večini somatskih celicah zavrto, značilno pa je za matične celice, saj 
omogoča njihovo celično delitev ter obnovo tkiv. Telomere se lahko podaljšujejo tudi 
neodvisno od telomeraze s procesom, ki temelji na rekombinaciji in ga imenujemo 
alternativno podaljševanje telomer (3, 11, 16). Aktivnost telomeraze v levkocitih se počasi 
zmanjšuje od 4. do 39. leta starosti. Po 40. letu ima 65 % posameznikov stabilno, a nizko 
aktivnost telomeraze, ostali (35 %) pa nimajo telomerazne aktivnosti v levkocitih (17). 
 
Telomere se skrajšajo z vsako celično delitvijo, vendar na njihovo dolžino vplivajo številni 
dejavniki, ki so povzeti v preglednici I. S starostjo se povprečna dolžina telomer krajša, 
vendar kronološka starost prispeva manj kot 10 % variabilnosti dolžine telomer med 
posamezniki. Predvidevajo, da je od 30 do 80 % vpliva na dolžino telomer genetskega izvora 
(4). Pri višji starosti imajo na dolžino telomer vedno večji vpliv zunanji dejavniki, kot so 
fizična aktivnost, kajenje, indeks telesne mase (ITM), pitje alkohola, nadomestna hormonska 
terapija, jemanje antioksidantov, vitaminov ter elementov v sledovih, kronično vnetje, 
socialno-ekonomski status ter stres (3). Na splošno lahko rečemo, da je zdrav življenjski slog 
s prehrano, ki je bogata s sadjem in zelenjavo, v kombinaciji z gibanjem, nizkim indeksom 
telesne mase in odsotnostjo kajenja povezan z daljšimi telomerami (3, 16). Pomemben 
dejavnik, ki negativno vpliva na dolžino telomer je kronični psihološki stres. Novorojenčki 
imajo krajše telomere, če so njihove matere med nosečnostjo izpostavljene stresu, prav tako 
na dolžino telomer vpliva nasilje in zanemarjenost v otroštvu ter kasneje v življenju. Prenos 
materinega stresa na potomca je lahko direkten, preko krajše telomere starševske gamete ali 
posreden, kot na primer spremembe okolja znotraj maternice zaradi zvišanih stresnih 
hormonov ali slabe prehrane (4).  
 
Preglednica I: Vpliv demografskih dejavnikov na dolžino telomer (9). 
Demografski dejavnik Vpliv dejavnika 
Genetski dejavniki Študije pri dvojčkih so dokazale visok vpliv dednosti na 
dolžino telomer. 
Spol Telomere so daljše pri odraslih ženskah kot pri moških. Razlika 
je najverjetneje zaradi višjih stopenj estrogena, ki ima 
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protivnetne in antioksidativne učinke, kar spodbuja izražanje 
telomeraze. 
Etničnost V primerjavi s črno raso in latinoameričani ima bela rasa rahlo 
daljše telomere. Če upoštevamo še druge dejavnike, kot so 
starost, spol, socialno-ekonomski status in življenjski slog 
(prehrana in kajenje), razlike pogosto niso statistično značilne. 
Psihološki stres Krajše telomere so povezane z visoko stopnjo psihološkega 
stresa, kot posledico povečanega oksidativnega stresa. Dolžina 
telomer je tudi obratno sorazmerna z depresijo, saj povečani 
vnetni dejavniki vodijo k povečanem oksidativnem stresu. 
Fizična aktivnost Posamezniki, ki so bolj fizično aktivni imajo daljše telomere, 
kar je povezano z boljšim fizičnim in psihološkim stanjem.  
Debelost Telomere so krajše pri posameznikih s prekomerno telesno 
težo, saj je ta povezana s kroničnim vnetjem, povečanim 
izločanjem reaktivnih kisikovih zvrsti ter povečanim 
sistemskim oksidativnim stresom. Dolžina telomer korelira z 
ITM, saj je pri višjem ITM večji volumen krvi, kar stimulira 
povečano proliferacijo krvnih celic, kar vodi v krajšanje 
telomer.  
Kajenje Telomere so krajše pri kadilcih in nekdanjih kadilcih v 
primerjavi z nekadilci, ter so negativno povezane s količino 
pokajenih cigaret na leto. 
Uživanje alkohola Dolžina telomer negativno korelira s številom zaužitih enot 
alkohola na dan in je krajša pri posameznikih, ki uživajo večje 
količine alkohola v primerjavi s kontrolno skupino. 
 
1.3 Določanje dolžine telomer v levkocitih 
Za oceno dolžine telomer pri posamezniku običajno določamo dolžino telomer v levkocitih 
(DTL). Telomere v krvnih levkocitih se letno skrajšajo za 30-35 bp, kar naj bi bilo nekje v 
sredini med vsemi tkivi v telesu. Poleg tega je odvzem krvi enostavnejši od punkcije tkiva, 
zato se DTL uporablja kot označevalec za krajšanje telomer v telesu. Vendar se telomere v 
različnih tkivih krajšajo različno, narejenih je bilo le nekaj študij, ki so raziskale povezavo 
med dolžino telomer v različnih tkivih. Odkrili so, da DTL korelira z dolžino telomer v 
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nekaterih ostalih tkivih, zato je dober nadomestek za merjenje dolžine telomer v celicah 
ostalih tkiv (17-20). V primerjavi z levkociti imajo jetra, možgani, mišice, koža in vranica 
značilno krajše telomere, medtem ko imajo maščobno tkivo in ledvice precej podobno 
dolžino. Največja variabilnost v dolžini telomer med posamezniki je v levkocitih in ledvicah, 
najmanjša pa v možganih, srcu in koži (3). Pri ljudeh je minimalna dolžina telomer, ki 
zagotovi zaščito in stabilnost 3,81 kbp (4). 
 
Za določanje dolžine telomer je na voljo več metod: fluorescenčna in situ hibridizacija 
(FISH), postopki, ki temeljijo na verižni reakciji s polimerazo v realnem času (qPCR), 
optične tehnike, hibridizacijske tehnike ter analiza dolžin restrikcijskih fragmentov telomer. 
Vsaka izmed metod ima svoje prednosti in slabosti, za zlati standard se zaradi enostavnosti 
postopka in točnosti uporablja analiza dolžin restrikcijskih fragmentov. S to metodo dobimo 
kot rezultat absolutno vrednost dolžine telomer v baznih parih. Slabost je, da za analizo 
potrebujemo velike količine DNA in traja dolgo časa, zato ni primerna za velike populacijske 
študije. Metode, ki temeljijo na qPCR imajo nizko ceno in so hitrejše, vendar obstaja velika 
razlika med laboratoriji. Za pomnoževanje telomer uporabimo oligonukleotidne začetnike, 
ki se prilegajo C- in G- bogatim regijam telomer, zaradi česar lahko oligonukleotidni 
začetniki tvorijo dimere. Dolžino telomer kvantificiramo kot količino sekvenc telomer v 
primerjavi z referenčnim genom ter tako dobimo relativno dolžino telomer oziroma razmerje 
med telomerami in referenčnim genom. Pretočna citometrija-FISH je izjemno točna tehnika, 
s katero lahko analiziramo veliko število vzorcev. Pri tej metodi uporabimo fluorescenčno 
označeno sondo, ki se veže na telomere, ter nato s pretočno citometrijo izmerimo 
fluorescenco. Slabost te tehnike je, da za analizo potrebujemo veliko število viabilnih celic. 
Pri metodah, ki temeljijo na qPCR dobimo kot rezultat povprečno dolžino telomer, torej 
dobimo podatek o povprečni dolžini telomer znotraj posameznega celičnega tipa (3, 11, 21).  
 
1.4 Telomere in bolezni, ki so povezane s staranjem 
Staranje lahko opredelimo kot postopno zmanjševanje funkcije normalnega tkiva in organov 
kot posledica nalaganja starih celic ter zmanjšanega regenerativnega potenciala matičnih 
celic (9). Je heterogeni proces, ki nastopi v različni meri v različnih organizmih, celo 
organizmi iste vrste se lahko starajo v različni meri. Neenakomerno se starajo tudi različne 
celice in tkiva znotraj posameznega organizma. Staranje čez čas vodi v oslabljen organizem, 
ki je občutljiv na bolezen in smrt. Na celični ravni je staranje opredeljeno kot kopičenje 
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molekularnih in celičnih poškodb, kar vodi do strukturnih in funkcionalnih nepravilnosti v 
celicah in tkivih, ki so prikazane na sliki 3. Staranje je med drugim povezano tudi s kratkimi 
telomerami in visoko stopnjo poškodbe DNA, vključno z mutacijami, prelomi DNA in 
kromosomskimi preureditvami. Številne študije so dokazale, da kratke telomere v levkocitih 
ali mononuklearnih celicah v periferni krvi korelirajo s starostjo, nezdravimi življenjskimi 
navadami in različnimi boleznimi. Napake v vzdrževanju dolžine telomer in/ali popravljanju 
DNA so povezane s prezgodnjim staranjem, vključno s celičnim staranjem, vnetjem, 
boleznimi srca, rakom in nevrodegeneracijo (22).  
 
 
Slika 3: Povezava med kazalci staranja (prirejeno po (23)). 
 
Povezavo med dolžino telomer in boleznimi nam najbolj pokažejo monogenske motnje, pri 
katerih pride do krajših telomer. Motnje imajo različne klinične slike, njihov vzrok pa so 
mutacije v genih za telomerazo ali genih za izražanje in regulacijo proteinskega kompleksa 
telomer, primera sta kongenitalna diskeratoza in Wernerjev sindrom. Odkrili so osem genov, 
ki so vključeni v monogenske motnje telomer, najpogostejše so mutacije v genih TERT in 
TERC. Posledično so telomere krajše ali pa se krajšajo hitreje kot pri ostalih posameznikih 
iste starosti. Večina teh motenj je povezanih s prezgodnjim staranjem in povečanim 
tveganjem za bolezni, prisotni so simptomi, ki so normalno povezani z visoko starostjo (9, 
11, 24, 25). Prekrivanje simptomov je prikazano v preglednici II. Čeprav kratke telomere 
povzročijo enake celične odzive (apoptoza in staranje) v različnih tkivih, bolezni, ki so 
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povezane s telomerami, nastopijo kot na videz različni bolezenski procesi. Najbolj so 
občutljiva tkiva, ki se hitro oziroma veliko delijo, vendar disfunkcija telomer povzroči 
značilen fenotip tudi v tkivih, ki se delijo počasi. Pri celicah, ki se hitro delijo, na primer 
hematopoetske matične celice, kratke telomere povzročijo kvantitativne in kvalitativne 
poškodbe, kar se kaže v izčrpanju matičnih celic in vodi v aplastično anemijo. Pri tkivih, ki 
se delijo počasi, na primer pljuča, pa so ugotovili, da je poleg disfunkcije telomer za razvoj 
bolezni potreben še zunanji dejavnik (»drugi zadetek«), na primer cigaretni dim (11). 
 
Preglednica II: Fenotipske lastnosti, ki se pojavljajo tako pri monogenskih motnjah 
telomer kot tudi pri staranju človeškega organizma (25). 
Vpliv na tkiva, ki se delijo hitro Vpliv na tkiva, ki se delijo počasi 
sivenje in izguba las 
parodontalna bolezen 
trombocitopenija  
zmanjšana celularnost kostnega mozga 
oslabljen imunski odziv 
gastrointestinalna intraepiteljska limfocitoza 
povečano tveganje za razvoj raka 
intoleranca na kemoterapijo 
idiopatska pljučna fibroza 
emfizem 
fibroza in ciroza jeter 
slabša toleranca glukoze 
pomanjkljivo izločanje inzulina 
rezistenca na inzulin 
osteoporoza 
 
Spremembe v telesu zaradi staranja opazimo že navzven: sivi lasje, gube in lise na koži, 
oslabele mišice in spremenjena razporejenost maščobe v telesu. Občutljivost na bolezni 
strmo narašča, ko se bližamo zadnjim desetletjem življenja. Bolezni, ki so povezane s 
staranjem, vključujejo oslabljen imunski odziv, kardiovaskularne bolezni, rak, sladkorno 
bolezen, depresijo in upad kognitivnih funkcij (4). Rak povezujemo s starostjo povezanimi 
boleznimi, saj tveganje narašča s starostjo. Rakave celice so tipično genomsko nestabilne in 
nesmrtne zaradi pridobljenega načina, da zaobidejo normalne replikativne ovire. Pri 90 % 
rakavih obolenj je to zaradi izražanja telomeraze, ki je v normalnih somatskih celicah 
neaktivna. Manj pogosto je vzrok alternativno podaljševanje telomer. Številne študije so 
raziskovale povezavo med dolžino telomer in tveganjem za razvoj raka ali njegovo 
prognozo. Dognanja so različna, nekaj študij je našlo povezavo med zmanjšano DTL in 
povečanim tveganjem za razvoj raka, vendar je težko priti do zaključkov. Večina študij 
poroča o krajših telomerah, pri nekaterih so odkrili, da sta tudi stopnja malignosti in 
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prognoza povezani z dolžino telomer. Vendar je to specifično le za določene tipe raka (3, 9). 
Kratke telomere so povezane s povečanim tveganjem za koronarno arterijsko bolezen, 
miokardni infarkt, odpoved srca in srčno kap. DTL pri bolnikih, ki so utrpeli miokardni 
infarkt je primerljiva s posamezniki iz kontrolne skupine, ki so približno 10 let starejši. DTL 
ima tudi potencial za napoved smrtnosti pri bolnikih s kardiovaskularnimi boleznimi. Poleg 
tega je DTL povezana tudi z resnostjo kardiovaskularnih bolezni in napredkom bolezni. 
Mnogokrat je dolžina telomer pokazatelj resnosti stanja in je povezana s tveganjem za srčni 
infarkt ter smrtnostjo. Predvidevajo, da je bolj kot dolžina telomer za oceno tveganja 
kardiovaskularnih bolezni pomembna hitrost skrajševanja telomer. Pri starejši populaciji sta 
pogosti tudi sladkorna bolezen tipa 2 in Alzheimerjeva bolezen, zato so bile izvedene 
številne študije, ki so proučevale povezavo med tema dvema boleznima in dolžino telomer. 
Rezultati so bili različni, pri nekaterih študijah so našli značilno povezavo, pri ostalih pa ne 
(3, 9).  
 
Ena izmed bolezni, ki so povezane s staranjem je tudi osteoporoza, pri kateri je porušeno 
ravnovesje med osteoblasti, ki tvorijo kostnino, in osteoklasti, ki kostnino resorbirajo (glej 
podpoglavje: Definicija, diagnostika in zdravljenje osteoporoze). Poleg presnovnega 
patološkega procesa osteoporoze ima pomembno vlogo tudi celično staranje. Iz 
mezenhimske matične celice izhajajo osteoblasti, ki z vsako celično delitvijo izgubijo okrog 
100 bp telomer, kar je primerljivo z ostalimi tkivi, vendar naj bi bile telomere bolj skrajšane 
pri osteoporozi. Zaradi enostavnejšega odvzema vzorca večkrat primerjajo DTL, ki je, glede 
na nekatere študije, neodvisno povezana z zmanjšano mineralno kostno gostoto (MKG) in 
prisotno osteoporozo (3, 26). DTL bi lahko odsevala dolžino telomer kostnih celic, saj imajo 
vse celice v kostnem mozgu podobno stopnjo krajšanja telomer. Ker levkociti in osteoklasti 
izvirajo iz hematopoetske matične celice, bi lahko sklepali, da imajo podobno dolžino 
telomer. Osteoblasti pa izvirajo iz mezenhimske matične celice in zato niso sorodni z 
levkociti (27). Vendar v nekaterih študijah niso odkrili povezave med DTL in MKG, 
osteoporozo ali povečanim tveganjem za zlom pri odraslih. Nasprotujoči dokazi so lahko 
posledica različnih proučevanih populacij in metod za merjenje dolžine telomer (3, 26). 
Oksidativni stres pospeši krajšanje telomer pri vsakem replikacijskem ciklu. DTL je zato 
lahko, vsaj delno, kazalec kumulativnega bremena vnetja in oksidativnega stresa v času 
posameznikovega življenja. Vnetje vpliva tudi na prenovo kosti in osteoporozo. Tako je 
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mogoče, da sta dolžina telomer in osteoporoza povezani, saj oboje odseva oksidativni stres 
in vnetje (28).  
 
Zaradi svojih lastnosti je dolžina telomer predlagani kazalec biološkega staranja, vendar 
ostajajo določeni pomisleki in vprašanja. Metode določanja predstavljajo minimalno 
neugodnost za človeka, vendar so potrebne izboljšave merilnih metod, da se doseže boljšo 
ponovljivost, točnost in učinkovitost. Glede na biološko plat podatki kažejo, da dolžina 
telomer odseva stopnjo celičnega staranja in oksidativnega stresa, vendar so podatki iz 
epidemioloških in kliničnih študij manj trdni. Čeprav je krajša DTL povezana z večjo 
starostjo in moškim spolom, je DTL nekonsistentno povezana ali ne povezana z ostalimi 
karakteristikami staranja ali s starostjo povezanimi boleznimi, vključno s smrtjo. Študije na 
živalih so prinesle mnogo podatkov o dinamiki dolžine telomer in vplivu minimalne dolžine 
telomer na zdravje organizma, vendar je dolžina telomer zelo specifična, zato je težko 
ekstrapolirati zaključke iz živalskih modelov na človeka. Trenutno ne vemo ali je pri ljudeh 
dolžina telomer kazalec staranja za celoten organizem ali samo za specifična tkiva. Še vedno 
ne vemo, kakšna je normalna stopnja krajšanja telomer v človeški populaciji, kakšna je 
varianca stopnje krajšanja telomer, katero je biološko najpomembnejše merjenje dolžine 
telomer (povprečna dolžina, najkrajše telomere v celici…) ter ali je stopnja krajšanja telomer 
napovednega pomena za specifične s starostjo povezane izide ali le za splošno staranje 
organizma (29).  
 
1.5 Definicija, diagnostika in zdravljenje osteoporoze 
Osteoporoza je presnovna bolezen kosti, za katero sta značilni nizka kostna masa in porušena 
mikroarhitektura kostnega tkiva, kar vodi do povečane lomljivosti kosti. Zaradi tega lahko 
zlomi nastanejo že zaradi sile, ki je enaka ali manjša kot pri padcu s stojne višine. 
Osteoporozo klinično opredelimo kot povečano tveganje za zlom. Najpogostejši 
osteoporozni zlomi so zlom zapestja, vretenc, kolka in proksimalne nadlahtnice (30).  Moč 
kosti lahko določamo z dvema parametroma, kostno gostoto in kostno kvaliteto. Mineralna 
kostna gostota (MKG) je definirana kot vsebina mineralne kostnine na določeno površino 
kosti (g/cm2), kvaliteta kosti pa se nanaša na različne karakteristike kosti, kot so 
mikroarhitektura, kopičenje majhnih poškodb, enakomernost mineralizacije in tvorba 
premreženja kolagena (31). Epidemiološka definicija, ki temelji na merjenju mineralne 
kostne gostote, je prikazana v preglednici III. Ločimo primarno in sekundarno osteoporozo. 
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Najpogostejša oblika primarne osteoporoze nastane v starosti oziroma po menopavzi (30). 
Pojavlja se pri obeh spolih, ne glede na starost, najpogostejša je pri ženskah po menopavzi 
(32). Sekundarna osteoporoza lahko nastane kot posledica različnih endokrinih bolezni, 
bolezni prebavil, hematoloških in revmatoloških bolezni ter bolezni vezivnega tkiva. Tudi 
različna zdravila, kot so na primer glukokortikoidi in ščitnični hormoni v previsokih 
odmerkih škodijo kostem in lahko vodijo v sekundarno osteoporozo (30). 
 
Preglednica III: Epidemiološka opredelitev osteoporoze (30). 
Opredelitev po MKG Kriterij  
Normalna T-vrednost ≥ 1 SD 
Osteopenija T-vrednost > - 2,5 SD in < - 1,0 
Osteoporoza  T-vrednost ≤ - 2,5 SD 
Huda osteoporoza T-vrednost ≤ - 2,5 SD in osteoporozni zlom 
T-vrednost predstavlja največja dosežena vrednost MKG v mladosti glede na raso in spol. 
 
Kosti so sestavljene iz kortikalne in trabekularne kostnine, razmerje med obema je različno 
glede na posamezne kosti. V vretencih prevladuje trabekularna kostnina, medtem ko dolge 
kosti sestavlja predvsem kortikalna kostnina. Prenova (remodelacija) kosti je proces, v 
katerem se stara kostnina zamenja z novo. Postopek se začne z aktivacijo površine kosti in 
diferenciacijo predhodnikov osteoklastov v zrele osteoklaste, ki razgradijo del 
mineralizirane kostnine in nato vstopijo v apoptozo. V zadnji fazi se mezenhimske celice 
diferencirajo v funkcionalne osteoblaste, ki izdelajo kostni matriks. Resorpcija in tvorba 
kosti sta vedno časovno in prostorsko povezani. Dolžina resorpcijske faze je zelo kratka (2-
4 tedne) v primerjavi s stopnjo tvorbe (4-6 mesecev), tudi življenjska doba osteoklastov je 
občutno krajša v primerjavi z osteoblasti. Ključno vlogo pri diferenciaciji osteoklastov ima 
signalna pot RANK/RANKL/OPG. Ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika κB 
(RANKL) se veže na receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika κB (RANK), ki je izražen na 
predhodnikih osteoklastov in spodbuja osteoklastno aktivnost. Osteoprotegerin (OPG) se 
veže na RANKL in tekmuje za vezavo RANKL na RANK. Pomembno vlogo pri funkciji 
osteoblastov ima signalna pot Wnt, ki je ključna za diferenciacijo osteoblastov. Sklerostin, 
ki ga izločajo osteociti, zavira to signalno pot in tako negativno regulira funkcijo 
osteoblastov. Poleg tega sklerostin zavira tudi diferenciacijo osteoklastov, saj spodbuja 
izražanje OPG (31). V procesu staranja pri ženskah pride do povečane stopnje prenove kosti 
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tako v trabekularni kot v kortikalni kostnini, skupaj z negativnim ravnovesjem prenove. 
Tako pride do izgube kostne mase in motenj v mikroarhitekturi kosti. (31, 33). S staranjem 
se hematopoetsko tkivo nadomesti z maščobnim, zato se zmanjša število in funkcionalnost 
osteoblastov, poleg tega se stromalne celice kostnega mozga, iz katerih izvirajo adipociti in 
osteoblasti, diferencirajo bolj v adipocite kot v osteoblaste. Višji odstotek maščob v telesu 
je povezan z višjim tveganjem za razvoj osteoporoze, osteopenije in zlomov izven hrbtenice 
(34). 
 
Bolniki z osteoporozo večinoma nimajo kliničnih znakov do prvega zloma, prvi znak je 
bolečina ob zlomu kosti (32). Za postavitev diagnoze je dovolj osteoporozni zlom vretenca 
ali kolka. Pred prvim zlomom jo lahko ugotovimo z merjenjem MKG s pomočjo 
dvoenergijske rentgenske absorpciometrije (DXA). MKG je najpomembnejši posamični 
dejavnik tveganja za zlom. Meritev je zelo natančna, hitra, varna in dobro ponovljiva, zato 
jo uporabljamo tudi za spremljanje sprememb MKG tekom zdravljenja. Merimo jo na 
področjih, kjer so osteoporozni zlomi najpogostejši (ledvena hrbtenica in kolk, včasih 
podlakt). Pri predpisovanju zdravil za zdravljenje osteoporoze si pomagamo z izračunom 
tveganja za zlom z računalniškim modelom FRAX (ang. Fracture risk assessment tool). 
Uporabimo ga za izračun verjetnosti za štiri glavne osteoporozne zlome (vretenca, kolk, 
zapestje, nadlahtnica) ter ločeno za zlom kolka v naslednjih desetih letih pri ženskah po 
menopavzi ter moških nad 50 let. Program upošteva dva najpomembnejša neodvisna 
klinična dejavnika za zlom, starost in spol, ter tudi predhodne osteoporozne zlome, indeks 
telesne mase, zlom kolka pri starših, kronično uporabo glukokortikoidov, kajenje, pretirano 
uživanje alkohola, revmatoidni artritis ter druge sekundarne vzroke osteoporoze. V Sloveniji 
so kriteriji za uvedbo zdravil: 
1. osteoporozni zlom kolka ali vretenca, 
2. visoko tveganje za zlom glede na FRAX – zdravilo uvedemo, če je izračunano 
tveganje za glavne osteoporozne zlome v naslednjih desetih letih > 20 % in/ali če je 
tveganje za zlom kolka > 5 %, 
3. znižana MKG, izmerjena z DXA, ob upoštevanju starosti in spola preiskovanca (30). 
 
Glavni cilj zdravljenja osteoporoze je preprečevanje zlomov. Ključna zdravila za zdravljenje 
osteoporoze z osnovnim mehanizmom delovanja so predstavljena v preglednici IV. Zaviralci 
kostne razgradnje oziroma antiresorptivi zavirajo delovanje osteoklastov ter tako zmanjšajo 
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stopnjo prenove kosti in omogočijo povečanje MKG. Osteoanabolna zdravila spodbujajo 
tvorbo kosti tako da posnemajo delovanje parathormona (PTH).  V Sloveniji se trenutno za 
zdravljenje osteoporoze predpisujejo predvsem bisfosfonati in denosumab (32).  
 
Preglednica IV: Ključna zdravila za zdravljenje osteoporoze (prirejeno po (32, 33, 35)). 




Najpogosteje predpisana zdravila za zdravljenje osteoporoze, 
močni zaviralci kostne resorpcije. Zaradi velike afinitete do 
hidrokisapatita se kopičijo v kosteh, z endocitozo vstopijo v 
osteoklaste, zavrejo njihovo delovanje in povzročijo 
apoptozo. Uporabljajo se peroralno ali intravensko. 
Denosumab Popolnoma humano monoklonsko protitelo proti proteinu 
RANKL, je močan zaviralec kostne razgradnje. Zavira 
dozorevanje, delovanje in preživetje osteoklastov tako, da 
prepreči vezavo RANKL na receptorje na površini 
osteoklastov. Aplicira se subkutano. 
Hormonsko zdravljenje 
 
Estrogeni zmanjšajo tveganje za zlome, delujejo na jedrne 
estrogenske receptorje, ki se nahajajo tudi v kosteh. Z vezavo 
na estrogenski receptor α regulirajo osteoklastogenezo z 
inhibicijo produkcije RANKL in povečanjem sinteze OPG. 
Pri dolgoročni uporabi je povečano tveganje  za koronarno 
srčno bolezen, možgansko kap, raka dojk in demenco. 
Selektivni modulatorji 
estrogenskih receptorjev 
Šibkejši antiresorptivi, agonisti ali antagonisti estrogenskih 
receptorjev, odvisno od tarčnega tkiva, na kosti delujejo 
agonistično. Najbolj razširjen je raloksifen. 
OSTEOANABOLNA ZDRAVILA 
Teriparatid Aktivni del molekule humanega rekombinantnega PTH, ki se 
predpiše bolnikom z zelo visokim tveganjem za zlome po 
individualni  obravnavi. Uporablja se v obliki podkožnih 
injekcij. 
 
Običajno zdravljenje osteoporoze spremljamo z DXA. Želimo doseči, da ostane MKG 
stabilna glede na izhodišče ali se celo zveča. Zdravljenje je neuspešno, če s kontrolnim 
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merjenjem izmerimo zmanjšanje MKG, ki je večje od napak meritve (30). Odziv na zdravilo 
lahko ocenimo z določanjem kazalcev kostne prenove po treh do šestih mesecih zdravljenja, 
ki pa jih zaenkrat v vsakdanji praksi ne merimo. Za opredelitev kostne razgradnje merimo 
C-terminalni telopeptid kolagena tipa I (CTX), kot označevalec kostne izgradnje pa 
uporabimo N-terminalni del propeptida prokolagena tipa I (PINP) (30, 32). Trajanje 
zdravljenja, razen za teriparatid (glej poglavje: Teriparatid: indikacije, farmakološke 
lastnosti, omejitve), ni jasno opredeljeno. Odvisno je predvsem od vrste zdravila in 
bolnikovega tveganja za zlom. Bisfosfonati imajo še nekaj časa po ukinitvi ugodne učinke 
na kosti, saj se zadržijo v kosti. Pri drugih antiresorptivih in teriparatidu pa ni podaljšanega 
učinka po prekinitvi, zato se priporoča vsaj začasni preklop na bisfosfonate. Sočasna 
oziroma kombinirana terapija z različnimi zdravili se trenutno ne priporoča, priporoča pa se 
sekvenčno oziroma zaporedno zdravljenje. Zdravljenje z anabolnim zdravilom začnemo pri 
bolnikih z velikim tveganjem za zlom. Zaradi večje učinkovitosti se priporoča, da se 
osteoanabolna zdravila uporabljajo pred antiresorptivi in ne obratno (32, 36).  
 
1.6 Teriparatid: indikacije, farmakološke lastnosti, omejitve 
Parathormon je 84 aminokislin velik hormon, ki se sprošča ob odzivu na hipokalcemijo. 
Njegova primarna vloga je dvig serumske koncentracije kalcija in ohranjanje ionskega 
ravnovesja. To doseže preko indirektne stimulacije osteoklastogeneze, ki vodi do 
izplavljanja kalcija iz kosti. Dolgotrajno zvišane vrednosti PTH povzročijo izgubo kosti, 
sploh kortikalne kostnine, ter povečajo tveganje za zlom. Vendar lahko intermitentna 
izpostavljenost PTH spodbuja obnovo kostne mase. Teriparatid je rekombinantno pridobljen 
34 N-terminalni del endogenega človeškega PTH in vpliva na PTH receptor tipa 1 ter tako 
spodbudi precejšnje zvišanje označevalcev gradnje kosti ter v manjši meri tudi zvišanje 
označevalcev resorpcije kosti (36-38). Teriparatid povečuje absorpcijo kalcija iz črevesa, 
zviša tubulno reabsorpcijo kalcija ter izločanje fosfata skozi ledvice, z neposrednim učinkom 
na osteoblaste pa spodbuja tvorbo kosti, saj zavira izločanje sklerostina iz osteocitov, 
spodbuja osteoblastogenezo in zmanjša apoptozo osteoblastov z vezavo na receptor PTH. 
Tako se skupno poveča trabekularna kostnina, še posebno v predelu ledvenih vretenc, 
izboljšajo se parametri mikroarhitekture, poveča moč kosti ter zmanjša kortikalna poroznost. 
Ta učinek je večji in se začne bolj zgodaj kot povečanje izločanja RANKL iz osteoblastov, 
ki ga tudi povzroči PTH, in vključuje aktivacijo osteoklastov in resorpcijo kosti. Teriparatid 
se največ uporablja za zdravljenje osteoporoze pri ženskah po menopavzi in moških s 
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povečanim tveganjem za zlom. Priporočena uporaba je enkrat dnevno v obliki subkutanih 
injekcij v stegno ali trebuh. Skupno trajanje zdravljenja naj ne bi bilo daljše od 24 mesecev 
in se ne sme ponoviti v času bolnikovega življenja. Trajanje zdravljenja je časovno omejeno, 
ker ni na voljo raziskav o daljši terapiji, saj obstaja tveganje za osteosarkom (32, 35, 39). V 
prvih mesecih zdravljenja s teriparatidom se hitro zvišajo biokemijski označevalci tvorbe 
kosti brez povečane kostne resorpcije, zato tvorba kosti prehiti resorpcijo z veliko prednostjo 
že v začetku zdravljenja. Posledično serumske vrednosti PINP in CTX dosežejo vrh 6-12 
mesecev po začetku, sledi postopno upadanje obeh procesov (31, 40). Po prenehanju 
zdravljenja s teriparatidom učinek njegovega delovanja izgine, vendar lahko preostane nekaj 
učinka na preprečevanje vretenčnih zlomov prvih 18 mesecev po koncu terapije. Po končani 
terapiji se običajno zdravljenje osteoporoze nadaljuje z antiresorptivi, ki uspešno ohranijo 






Namen magistrske naloge bo preučiti vpliv dolžine telomer v levkocitih na uspešnost 
zdravljenja s teriparatidom pri bolnicah s hudo pomenopavzno osteoporozo. 
 
To je prva študija, ki bo proučevala vpliv DTL na uspešnost zdravljenja osteoporoze s 
teriparatidom. Naša hipoteza je, da DTL vpliva na uspešnost zdravljenja, saj je DTL lahko 
kazalec kumulativnega bremena vnetja in oksidativnega stresa v času posameznikovega 
življenja. Predvidevamo, da krajše telomere negativno vplivajo na prirast MKG. 
 
Za dosego namena bomo: 
 izolirali DNA iz polne krvi preiskovank, odvzete pred začetkom zdravljenja, 
preverili njeno koncentracijo in čistost ter ocenili njeno integriteto; 
 s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času določili dolžino 
telomer v levkocitih; 
 s statistično analizo ugotovili povezavo med dolžino telomer v levkocitih in 
uspešnostjo zdravljenja s teriparatidom, ki jo bomo ovrednotili s spremembo v 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Podatki o preiskovancih 
V naši študiji smo imeli 296 bolnic, ki so pristale, da bodo sodelovale v preiskavi. Nekaj 
vzorcev DNA je bilo izoliranih že predčasno, ob začetku naše študije pa smo izolirali DNA 
iz krvi 117 preiskovank. Ker za nekatere preiskovanke nismo imeli podatkov, smo v 
preiskavo vključili 175 bolnic. Vzorce krvi in podatke o preiskovankah smo pridobili v 
sodelovanju s  Kliničnim oddelkom za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni v 
UKC Ljubljana. Preiskovanke so prostovoljno podpisale izjavo, s katero so privolile v 
uporabo njihovih podatkov v raziskovalne namene. Vključili smo ženske s hudo 
pomenopavzno osteoporozo, ki so se predhodno že zdravile za osteoporozo in niso imele 
znanih bolezni jeter, ledvic ali endokrinih bolezni. Vzorci polne krvi za izolacijo DNA so 
bili odvzeti pred začetkom zdravljenja med 8:00 in 10:00 uro zjutraj. Vzorce smo zamrznili 
na -80 °C. Vse ostale podatke, ki smo jih uporabili pri statistični analizi smo pridobili s 
pomočjo vprašalnika (starost, predhodno zdravljenje osteoporoze, starost ob menopavzi) in 
splošnega pregleda pri zdravniku (MKG, telesna masa, višina). Raziskovalno delo je del 
študije, ki jo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko, številka odločbe 
152/03/09. 
 
3.2 Materiali, reagenti in aparature 
Materiali in reagenti za izolacijo DNA po modificirani Millerjevi metodi: 
 Saharoza (Sigma) 
 TritonTM x-100 (Sigma-Aldricht) 
 Natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich) 
 TRIS-baza (Sigma-Aldrich) 
 Natrijev edetat hidrat (EDTA-Na2 × H2O) (Sigma) 
 Magnezijev klorid (MgCl2) (BioChemika) 
 Proteinaza K (Millipore) 
 Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Millipore) 
 Absolutni etanol (Emsure) 
 Ultra čista voda 
 Klorovodikova kislina (HCl) (Emprove) 
 Natrijev hidroksid (NaOH) (Emsure) 
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 70 % etanol (Emsure) 
 
Materiali in reagenti za izvedbo agarozne gelske elektroforeze: 
 Agaroza v prahu (Sigma-Aldrich) 
 1 × TAE pufer 
 Destilirana voda 
 Barvilo MidoriGreen (Nippon Genetics) 
 Nanašalni pufer Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega) 
 Marker Quick-Load 1 kb DNA Ladder (Promega) 
 
Materiali in reagenti za verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR): 
 Raztopine vzorcev in kalibratorjev s koncentracijo 10 ng/μL 
 Raztopine standarda s koncentracijami 80, 40, 20, 10, 5 in 2,5 ng/μL 
 Ultra čista voda 
 5 HOT FIREPol EvaGreen qPCR SuperMix (Solis BioDyne) 
 F-olikonukleotidni začetnik TelgF in AlbuF (100 nM) (Sigma) 
F-oligonukleotidni začetnik (TelF): 
5'-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3' 
F-oligonukleotidni začetnik (AlbuF): 
5'-CGGCGGCGGCGGCGCGGGTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCTTG-3' 
 R-oligonukleotidni začetnik TelgR in AlbuR (100 nM) (Sigma) 
R-oligonukleotidni začetnik (TelR): 
5'-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3' 
R-oligonukleotidni začetnik (AlbuR): 
5'GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGGAAAAGCATGGTCGCCTGTT-3' 
 
Aparature in pribor: 
 Avtoklav (Systec DX-45 in Laboklav 25) 
 Polavtomatske pipete: 0,1-2,5 μL, 2-20 μL, 100-1000 μL, 1-5 mL (Eppendorf) 
 Avtoklavirani plastični nastavki za polavtomatske pipete: 10 μL, 200 μL, 1000 μL in 
5 mL (Eppendorf)  
 Škatle za plastične pipetne nastavke 
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 Centrifugirke: 50 mL (Starstedt) 
 Plastične epruvete: 0,5 mL in 1,5 mL (Starstedt) 
 Centrifugi (Centrifuge 5430R, Eppendorf in Centric 322A, Tehtnica) 
 Ledomat s posodo za led 
 Stresalnik  
 Termostat  
 pH meter (Eutech) 
 Digestorij (POL-EKO APARATUR) 
 Tehtnice (Satorius AX124, M-pact; Kern EW in Vibra) 
 Steklene kapilare (intraMark) 
 Stojalo za centrifugirke in plastične epruvete 
 Vodna kopel (Biosan Water Bath-termostat WB 4MS) 
 Vrtinčasto mešalo (BioSan BioVortex VI) 
 Magnetno mešalo (VELP Scientifica) 
 Plastična čaša: 1L 
 Steklene čaše: 50 mL, 100 mL 
 Laboratorijske steklenice z zamaški: 100 mL, 200 mL, 500 mL in 1 L 
 Plastična posoda za vakumsko filtracijo: 500 mL in 1 L 
 NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 
 Papir za čiščenje merilne površine pri aparatu Nanodrop 
 Papirnate brisače 
 Kadička in nosilec za elektroforezni gel, dva glavnička z 20 zobmi, kadička za 
elektroforezo (Biorad) 
 Erlenmajerica: 250 mL 
 Kovinska žlička za tehtanje 
 Merilni valj: 100 mL 
 Urno steklo 
 Skalpel 
 Parafilm (Bemis) 
 Krovna stekelca 
 Mikrovalovna pečica (Optiquick compact) 
 UVITEC CAMBRIDGE Alliance 9.7 
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 LightCycler® 480 II (Roche) 
 Komora DNA/RNA UV-CLEAT UVT-S-AR (Biosan) 
 Mikrotiterske ploščice s 96 luknjicami skupaj s pokrovom (FrameStar 4titude®) 
 Mikrotitrske ploščice s 384 luknjicami skupaj s folijo za prekrivanje (FrameStar 
4titude®) 
 Plastična ploščica za pritrditev folije na mikrotirsko ploščico 
 
3.3 Izolacija DNA po modificirani Millerjevi metodi 
Za izvedbo analize dolžine telomer smo potrebovali čisto, čim bolj intaktno DNA. Zato smo 
za osamitev izbrali modificirano Millerjevo metodo, ki je dolgotrajen a poceni postopek za 
izolacijo DNA iz polne krvi, s katerim dobimo dober izkoristek in ustrezno čistost izolirane 
DNA. Metoda spada med izolacije DNA z izsoljevanjem in poteka v več korakih. Najprej 
razbijemo eritrocite, tako da polni krvi dodamo pufer CLB. V naslednjem koraku razbijemo 
membrano levkocitov s pufrom SLR, nato uporabimo pufer NLB za sproščanje DNA iz jedra 
levkocitov. Dodamo tudi detergent (10 % SDS) za razgradnjo membrane. Hkrati s 
sproščanjem DNA iz levkocitov potekata tudi denaturacija in razgradnja proteinov, zato 
dodamo proteinazo K. Ta korak je najdaljši, saj traja čez noč pri 43°C, da zagotovimo 
optimalne pogoje za encim. V naslednjem koraku oborimo proteine z dodatkom nasičene 
raztopine NaCl. Tako po centrifugiranju dobimo usedlino, ki vsebuje proteine, in 
supernatant, ki vsebuje raztopljeno DNA. Ko supernatantu dodamo absolutni etanol, se DNA 
obori iz tekočine in nastane sluzasta oborina. Proteini se po dodatku etanola ne oborijo in 
ostanejo raztopljeni (41, 42). 
 
Vzorci krvi za izolacijo so bili odvzeti z antikoagulantom EDTA in so bili od odvzema dalje 
zamrznjeni. Pri delu smo morali biti pozorni na to, da smo vse delali na ledu oziroma v 
ohlajeni centrifugi (4°C), saj so pri višjih temperaturah celični razgradni encimi bolj aktivni 
in bi lahko razgradili DNA. Pred začetkom izolacije smo pripravili osnovne raztopine TRIS, 
MgCl2, EDTA in NaCl, da smo lahko pripravili reagente, ki smo jih uporabili pri izolaciji 
DNA. 
 
Priprava osnovnih raztopin in reagentov za izolacijo DNA 
Za pripravo reagentov za izolacijo DNA smo potrebovali: 2 M TRIS (pH 8,2), 2 M MgCl2, 
0,5 M EDTA (pH 8,2), 5 M NaCl in nasičeno raztopino NaCl. Iz teh raztopin smo pripravili 
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reagente CLB, SLR in NLB. Posebej smo pripravili 10 % SDS in proteinazo K (c = 10 
mg/mL). Postopek priprave osnovnih raztopin in reagentov je prikazan v preglednici V. 
Tako pripravljene raztopine smo shranili v hladilniku, absolutni etanol in alikvote 
pripravljene proteinaze K pa smo shranili v zmrzovalniku. 
 
Preglednica V: Priprava osnovnih raztopin in reagentov za izolacijo DNA po modificirani 
Millerjevi metodi. 
Priprava osnovnih raztopin 
2 M TRIS (pH 8,2) 24,228 g TRIS-baze smo raztopili v 80 mL destilirane vode in s 
koncentrirano HCl uravnali pH na 8,2. Z destilirano vodo smo 
dopolnili volumen do 100 mL in avtoklavirali. 
2 M MgCl2 20,33 g MgCl2 × 6 H2O smo raztopili v 50 mL destilirane vode in 
avtoklavirali. 
0,5 M EDTA 
 (pH 8,2) 
18,6 g EDTA-Na2 × 2 H2O smo raztopili v 60 mL destilirane vode 
in uravnali pH na 8,2. Z destilirano vodo smo dopolnili do 60 mL 
in avtoklavirali. 




20 g NaCl smo raztopili v 50 mL destilirane vode in avtoklavirali. 
Priprava reagentov 
CLB V plastično čašo smo natehtali 109,6 g saharoze in 10 g TritonTM x-
100, dodali smo 5 mL 2 M TRIS in 2,5 mL 2 M MgCl2 ter dodali 
destilirano vodo do volumna 500 mL. Nato smo vsebino premešali 
z magnetnim mešalom in dopolnili do 1 L ter vakumsko filtrirali. 
Za pripravo 500 mL raztopine CLB smo uporabili za polovico 
manjše vrednosti osnovnih raztopin, saharoze in Tritona.  
SLR V plastično čašo smo odmerili 3,5 mL 2 M TRIS, 1,75 mL 2 M 
MgCl2 in 990 μL 5M NaCl, dopolnili z destilirano vodo do volumna 
500 mL in avtoklavirali. 
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NLB V plastično čašo smo odmerili 1 mL 2 M TRIS, 16,08 mL 5 M NaCl 
in 800 μL 0,5 EDTA, dopolnili z destilirano vodo do volumna 200 
mL in avtoklavirali. 
10 % SDS 2 g SDS smo raztopili v 20 mL avtoklavirane destilirane vode. 
Proteinaza K 
(c = 10 mg/mL) 
10 mg proteinaze K smo natehtali v čašo in dodali 10 mL 
avtoklavirane destilirane vode. Pripravljeno raztopino smo razdelili 
na alikvote z volumnom 500 μL in jih shranili v zmrzovalniku. 
 
Postopek: 
1. Pred začetkom dela smo delovno površino, pipete in stojalo očistili s 70 % etanolom. 
2. Vzorce krvi smo odtalili v vodni kopeli (37°C, 10 minut), nato smo jih rahlo 
premešali z obračanjem in prenesli 5 mL kri v 50 mL centrifugirko ter dopolnili s 
pufrom CLB do volumna 25 mL. Preostali 1 mL krvi smo shranili v plastično 
epruvetko in zmrznili.  
3. Centrifugirko s krvjo in raztopino CLB smo pustili na ledu 20 minut in nato 
centrifugirali v ohlajeni centrifugi (4°C) 30 minut pri 6.000 obratih na minuto. 
4. Odstranili smo polovico supernatanta (13 mL) ter dopolnili do volumna 25 mL s 
CLB pufrom. Nato smo centrifugirali 20 minut v ohlajeni centifugi pri 6.000 obratih 
na minuto. 
5. Popolnoma smo odstranili supernatant in dodali raztopino CLB do 17 mL, rahlo 
premešali, da se je peleta odlepila iz dna, ter pustili na ledu 20 minut. Ponovno smo 
centrifugirali 20 minut v ohlajeni centrifugi pri 6.000 obratih na minuto. 
6. Supernatant smo popolnoma odstranili in dodali raztopino SLR do volumna 25 mL, 
rahlo premešali, da se je peleta odlepila iz dna, ter stresali v posodi z ledom na 
stresalniku 20 minut, nato pa smo centrifugirali 20 minut v ohlajeni centifugi pri 
6.000 obratih na minuto. 
7. Supernatant smo popolnoma odstranili in dodali 3 mL hladne raztopine NLB, 200 
μL 10 % SDS in 500 μL proteinaze K. Rahlo smo premešali in stresali na stresalniku 
30 minut, da se je peleta razdrobila, nato pa smo inkubirali čez noč v termostatu pri 
temperaturi 43°C.  
8. Po inkubaciji smo v centrifugirko dodali 1 mL nasičene raztopine NaCl, rahlo 
premešali in centrifugirali 30 minut v ohlajeni centifugi pri 6 000 obratih na minuto.  
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9. Supernatant smo odlili v drugo 50 mL centrifugirko in mu dodali ledeno hladen 
absolutni etanol do volumna 17 mL. Rahlo smo premešali, dokler se DNA ni oborila. 
Oborino smo navili na stekleno kapilaro in prenesli v 1,5 mL plastično epruvetko. 
10. Oborjeno DNA smo čez noč pustili v omari, da je etanol izhlapel. Naslednji dan smo 
dodali 400 μL ultra čiste vode in vzorec shranili v hladilniku. 
 
3.4 Merjenje koncentracije in čistosti izolirane DNA 
Da bi preverili uspešnost izolacije DNA smo vsakem vzorcu izmerili koncentracijo in čistost. 
Meritve smo opravili vsaj en teden po končani izolaciji, da se je DNA popolnoma raztopila 
v ultra čisti vodi. Uporabili smo spektrofotometer NanoDrop® ND-1000, ki  izmeri 
absorbanco pri 230, 260 in 280 nm.  DNA ima pri valovni dolžini 260 nm maksimum 
absorbcije, pri vrednosti absorbance A(260 nm) = 1 je koncentracija dvoverižne DNA 50 
μg/mL. Aparat iz meritve absorbance pri 260 nm avtomatsko izračuna in poda koncentracijo 
DNA v vzorcu.  Čistost izolirane DNA nam poda razmerje absorbanc 260/280 in 260/230. 
Razmerje 260/280 nam pove o kontaminaciji s proteini, saj imajo ti pri valovni dolžini 280 
nm maksimum absorbcije. Pri čisti DNA je vrednost razmerja 1,8, značilno znižano razmerje 
(pod 1,7) kaže na pristnost proteinov, višje vrednosti (nad 2) pa lahko kažejo na prisotnost 
RNA. Razmerje absorbanc 260/230 pa nam pokaže pristnost reagentov za izolacijo DNA. 
Pričakovane vrednosti za čisto DNA so 2,0 – 2,2. (41, 43) 
 
Postopek: 
Pred merjenjem smo vzorce premešali z vrtinčastim mešalom na najnižji jakosti in kratko 
centrifugirali, da se je vzorec nahajal na dnu plastične epruvete. Nato smo merilno površino 
in ročico za prekritje očistili z destilirano vodo ter izbrali ustrezen program za merjenje 
(dvoverižna DNA). Najprej smo na merilno površino nanesli 1,5 μL slepega vzorca, za 
katerega smo izbrali destilirano vodo, saj smo izolirano DNA raztopili v vodi. Merilno 
površino smo pokrili z ročico in aparat je izmeril vrednost slepega vzorca. Nato smo merilno 
površino očistili s posebnim papirjem, namenjenim za čiščenje aparata, nanesli smo 1,5 μL 
vzorca in pokrili z ročico. Po meritvi smo površino očistili s papirjem in enega za drugim 
nanesli še preostale vzorce. Na koncu smo merilno površino in ročico za prekritje ponovno 




3.5 Ocena velikosti izolirane DNA z agarozno gelsko elektroforezo 
Elektroforeza temelji na potovanju nabitih delcev v električnem polju. Negativno nabiti delci 
potujejo proti pozitivno nabiti elektrodi (anodi), pozitivno nabiti delci pa potujejo proti 
negativno nabiti elektrodi (katodi). Kot nosilec smo uporabili agarozni gel, ki je linearni 
polimer D-galaktoze in 3,6-dianhidro-L-galaktoze. Ločevanje DNA na tem nosilcu poteka 
na osnovi razmerja naboj/masa (44). Za nanašalni pufer smo uporabili Blue/Orange 6X 
Loading Dye, ki vsebuje Ficoll®, bromfenol modro, ksilen cianol, orange G, TRIS-HCl (pH 
7,5) in EDTA. V tem mediju so fosfatne skupine na DNA negativno nabite in potujejo proti 
anodi. Tako se odseki DNA ločijo glede na velikost, saj manjši delci potujejo hitreje od 
večjih, zato se v istem času premaknejo dlje od mesta nanosa. Pri vsaki seriji smo poleg 
vzorcev nanesli marker Quick-Load 1 kb DNA Ladder, ki je vseboval fragmente DNA 
velikosti 10 kbp, 8 kbp, 6 kbp, 5 kbp, 4 kbp, 3 kbp, 2 kbp, 1,5 kbp, 1 kbp in 0,5 kbp. Tako 
smo lahko ocenili velikost DNA v vzorcih. Za detekcijo DNA po končani elektroforezi smo 
uporabili Midori Green, ki je fluorofor. To pomeni, da pri obsevanju z vzbujevalno svetlobo 
kratke valovne dolžine pride do prehoda elektronov v vzbujeno stanje. Pri vračanju v 
osnovno stanje fluorofor oddaja energijo v obliki svetlobe določene valovne dolžine, ki jo 
izmerimo in tako dobimo podatek o tem kje na gelu se DNA nahaja. (44, 45)  
 
Priprava 2 % agaroznega gela 
1. Pred začetkom smo delovno površino v digestoriju, pipete, glavnika, kadičko za 
vlivanje gela in nastavek za gel obrisali s 70 % etanolom.  
2. V digestoriju smo v kadičko za vlivanje gela smo vstavili dva glavnika za 30 žepkov 
in z merilcem uravnali nastavek v kadički, da je bil gel enakomerno razporejen po 
celotni površini. 
3. V 250 mL erlenmajerico smo natehtali 1,5 g agaroze, dodali 75 mL 1 × TAE pufra, 
jo postavili na tehtnico in nastavili vrednost na 0,00 g. 
4. Erlenmajerico smo pokrili z urnim steklom in segrevali v mikrovalovni pečici, dokler 
se vsa agaroza ni raztopila in je tekočina postala bistra. Vmes smo vsebino večkrat 
premešali. 
5. Erlenmajerico smo ponovno postavili na tehtnico in dodali destilirano vodo, dokler 
nismo dosegli vrednosti 0,00 g.  
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6. Ko se je vsebina malo ohladila, smo dodali 3 μL barvila Midori Green in premešali. 
Tekočino smo previdno prelili v kadičko, če so bili prisotni mehurčki, smo jih 
odstranili z nastavkom pipete. 
7. Gel smo pustili v digestoriju 30 minut, da se je strdil. Pokrili smo ga s škatlo iz 
kartona, da smo ga zavarovali pred svetlobo in morebitnimi kontaminacijami. 
8. Previdno smo odstranili glavničke ter gel do uporabe shranili v hladilniku, vendar ne 
dlje kot tri tedne. 
 
Izvedba agarozne gelske elektroforeze 
1. Delovno površino, stojalo za epruvete in pipete smo očistili s 70 % etanolom za 
čiščenje. 
2. Vzorce smo premešali na vrtinčastem mešalu na najnižji jakosti in kratko 
centrifugirali, da so se vzorci nahajali na dnu plastične epruvete. 
3. 2 % agarozni gel smo postavili v kadičko za elektroforezo, tako da so bile luknjice 
za nanos vzorcev pri katodi. Dolili smo toliko 1 x TAE pufra, da je prekril gel. Da bi 
preprečili premikanje gela med nanašanjem vzorcev, smo na rob gela položili 
objektno stekelce. 
4. Na parafilm smo nanesli večkrat po 2 μL nanašalnega pufra Blue/Orange 6x Loading 
Dye. Eni kapljici smo dodali 3 μL markerja Quick-Load 1 kb DNA Ladder, dvakrat 
premešali in nanesli v luknjico na gelu. Enako smo nanesli tudi vzorce, le da smo 
kapljici nanašalnega pufra dodali 2 μL posameznega vzorca. 
5. Ko smo nanesli vse vzorce, smo kadičko pokrili s pokrovom in nastavili pogoje 
elektroforetske ločbe: napetost 100 V, električni tok 400 mA in čas 25 minut. 
6. Takoj po končani elektroforezi smo izvedli detekcijo lis z aparatom UVITEC 
Cambridge Alliance 9.7. Najprej smo prižgali aparat in računalnik, nato smo 
agarozni gel vzeli iz kadičke, ga osušili s papirnato brisačo in postavili v komoro. Na 
računalniku smo zagnali ustrezen program za aparat, izbrali UV fluorescenco in  
nastavili pogoje za detekcijo: čas izpostavljenosti 1 s in svetilnost 8.  
 
3.6 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero lahko in vitro v kratkem času 




 vzorec DNA, ki služi kot matrica,  
 dva oligonukloetidna začetnika, ki omejita obseg za pomnoževanje,  
 deoksinukleotid-trifosfate (dNTP), ki so gradniki nove verige DNA,  
 termostabilni encim DNA-polimeraza,  
 Mg2+ ione, ki so potrebni kofaktor encima DNA-polimeraza ter 
 reakcijski pufer, ki zagotovi ustrezen pH. 
 
Reakcijo sestavlja več ciklov, ki se ponavljajo, posamezen cikel pa sestavljajo trije koraki. 
Na začetku poteka denaturacija, pri kateri s segrevanjem (94-95 °C) razklenemo verigi 
dvoverižne DNA, da dobimo enoverižno DNA. Sledi stopnja prilagajanja, ki poteka pri nižji 
temperaturi (40-60 °C), da se lahko oligonukleotidni začetniki ustrezno prilegajo enoverižni 
DNA. V zadnjem koraku, podaljševanju, se temperatura ponovno dvigne (72 °C), da je 
zagotovljeno optimalno delovanje termostabilnega encima DNA-polimeraza, ki se veže na 
oligonukloetidni začetnik in izdela komplementarno verigo v smeri 5' proti 3'. Tako nastala 
DNA je nato dodatna matrica v naslednjem ciklu, tako da se z vsakim ciklom količina DNA 
podvoji (44).  
 
Nadgradnja te metode je verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR), pri kateri 
potekata pomnoževanje in detekcija PCR produktov sočasno, kar omogoča lažjo 
kvantifikacijo DNA. Metoda temelji na merjenju fluorescence. Na podlagi izmerjenih 
podatkov izrišemo graf, ki prikazuje odvisnost jakosti fluorescence vzorca od števila ciklov. 
V eksponentnem delu krivulje določimo prag fluorescence, ki je tista vrednost fluorescence, 
pri kateri je intenziteta fluorescence značilno večja od ozadja. Za vsak vzorec določimo 
cikel, v katerem je fluorescenca presegla prag. Ta cikel imenujemo kvantifikacijski cikel 
(Cq) in je obratno sorazmeren z izhodiščnim številom kopij matrice. Iz podatkov za Cq 
standardov lahko izrišemo umeritveno krivuljo, s pomočjo katere izračunamo koncentracijo 
DNA v posameznem vzorcu (44).  
 
Za detekcijo DNA produkta smo uporabili fluorescenčno barvilo Eva Green, ki ima 
nezaznavno fluorescenco, če je prosto. V primeru da se vgradi v dvoverižno DNA pa po 
ekscitaciji močno fluorescira. Ker se tekom qPCR vgrajuje v novo nastalo DNA, je količina 
fluorescence sorazmerna s količino nastale dvoverižne DNA. Takšen način detekcije je 
nespecifičen, saj se barvilo veže v vsak PCR-produkt, kar lahko predstavlja težavo, če so 
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prisotni nespecifični produkti reakcije. Zato smo ob koncu preverili prisotnost nespecifičnih 
produktov s talilno analizo. Reakcijsko zmes smo segrevali od 40 do 95 °C in merili 
fluorescenco. Različno dolgi produkti imajo različno temperaturo tališča, zato smo sklepali 




Pred izvedbo qPCR smo vzorce redčili z ultra čisto vodo v dveh korakih. Pred vsakim 
redčenjem smo osnovni vzorec izolirane DNA oziroma redčitev vzorca premešali na 
vrtinčastem mešalu na najmanjši jakosti in kratko centrifugirali. Iz osnovnega vzorca 
izolirane DNA smo najprej pripravili raztopino vzorcev s koncentracijo 50 ng/μL in 
volumnom 40 μL. Tako pripravljeno raztopino smo čez noč pustili v hladilniku in naslednji 
dan izmerili dejansko koncentracijo DNA. Na podlagi tega smo pripravili raztopino s 
koncentracijo 10 ng/μL in končnim volumnom 100 μL Tako pripravljene redčitve smo 
shranili v hladilniku. 
 
Priprava standardov za umeritveno krivuljo 
Za standard smo izbrali vzorec z oznako 3093. Najprej smo izmerili njegovo koncentracijo 
in nato pripravili 240 μL prve redčitve s koncentracijo 100 ng/μL, ki smo jo čez noč pustili 
v hladilniku. Naslednji dan smo izmerili dejansko koncentracijo ter nato s serijskim 
redčenjem pripravili 6 standardov s koncentracijami 80, 40, 20, 10, 5 in 2,5 ng/μL. Tako 
pripravljene standarde smo alikvotirali in shranili v zmrzovalniku. Med posameznimi 
serijami qPCR je bil posamezen alikvot shranjen v hladilniku. 
 
Priprava kalibratorja 
Za kalibrator smo izbrali vzorec z oznako 2569A. Redčili smo ga v dveh stopnjah, po 
enakem postopku kot smo redčili vzorce. Koncentracija kalibratorja v končnih redčitvah je 
bila 10 ng/μL, razdelili smo ga v tri alikvote, dva smo shranili v zmrzovalniku, enega pa smo 
med posameznimi serijami hranili v hladilniku.  
 
Oligonukleotidni začetniki 
Pri postopku qPCR smo uporabili štiri različne oligonukleotidne začetnike, ki smo jih dobili 
v liofilizirani obliki. Vsak začetnik posebej smo najprej redčili z ultra čisto vodo, da smo 
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dobili raztopino s koncentracijo 100 μM. Naprej smo pripravili raztopine s koncentracijo 2 
μM in volumnom 200 μL. Prvo raztopino smo hranili globoko zamrznjeno, medtem ko smo 
nadaljnje alikvote shranjevali v zmrzovalniku pri -20 °C. 
 
Postopek qPCR 
1. Površino komore in centrifugo smo obrisali s 70 % etanolom, pipete, škatle z nastavki 
za pipete ter kozarec s plastičnimi epruvetami, plastično stojalo pa s 3 % 
hipokloritom. Prižgali smo UV luč in počakali 30 minut. 
2. Medtem smo iz zmrzovalnika vzeli potrebne reagente (Eva Green super mix, ultra 
čisto vodo, oligonukleotidna začetnika) in jih postavili v hladilnik, da so se odtalili. 
Prižgali smo aparat za izvedbo qPCR (LightCycler 480 II) ter računalnik, zagnali 
ustrezen program in vnesli oznake vzorcev za analizo. 
3. V komori smo pripravili reakcijsko zmes. Pri izračunu ustreznega volumna 
reagentov smo si pomagali s preglednico VI. Glede na število luknjic smo izračunali 
skupni volumen posameznih reagentov, ki jih bomo potrebovali pri reakciji, in jih 
odpipetirali v eno 1,5 mL plastično epruveto. 
4. Reakcijsko zmes smo premešali na vrtinčastem mešalu in kratko centrifugirali. Nato 
smo v mikrotitrsko ploščo s 384 luknjicami prenesli 8 μL reakcijske zmesi v vsako 
luknjico, kjer je potekala reakcija. 
5. Vsaki luknjici smo dodali 2 μL ustrezne redčitve vzorca DNA, standarda ali 
kalibratorja. Za slepi vzorec smo namesto redčitve DNA nanesli ultra čisto vodo. 
6. Po končanem nanosu smo ploščico pokrili s folijo, ter jo pritrdili s plastično ploščico. 
7. Mikrotitrsko ploščo smo centrifugirali 2 minuti pri 1900 obratih na minuto ter jo 
vstavili v aparat in zagnali reakcijo. Temperaturni program pomnoževanja je 
prikazan v preglednici VII.  

















Ultra čista voda / 2 
Eva Green Super Mix (5x) 1x 2 
TelF/AlbuF (2 μM) 400 nM 2 
TelR/AlbuR (2 μM) 400 nM 2 
Standardi/vzorci/kalibrator/slepa 2 ng/μL za vzorce in 
kalibratorje 
2 
 skupaj 10 
 
 
Preglednica VII: Temperaturna shema pomnoževanja za telomere (A) in albumin (B).  






95 12 min 1 
95 15 s 4 
49 20 s  
95 15 s  40 
62 10 s 
72 15 s 
 
Izračun relativne dolžine telomer 
Za izračun dolžine telomer smo naredili relativno kvantifikacijo z metodo standardne 
krivulje. Naš tarčni gen so telomere, za referenčni gen pa smo izbrali albumin. Ker so pogoji 
qPCR za albumin drugačni kot za albumin smo izvedli dve ločeni reakciji z istimi vzorci. V 
vsaki seriji smo pripravili standardno krivuljo ter iz umeritvene krivulje preko Cq izračunali 
koncentracijo za albumin in za telomere v posameznem vzorcu ter za kalibratorje. Ker smo 
vsak vzorec delali v triplikatih, smo za koncentracijo vzeli povprečje treh meritev. Če je bila 






95 12 min 1 
95 15 s 40 
62 10 s 
87 15 s 
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smo lahko različne serije primerjali med sabo, smo morali izključiti vplive, ki so izhajali iz 
napak naprave. To smo storili tako, da smo koncentracijo tarčnega gena v vzorcu delili s 
koncentracijo tarčnega gena v kalibratorju. Tako smo za izračun relativne dolžine telomer 
dobili dvojni ulomek (enačba 1), saj smo normalizirane vrednosti za tarčni gen delili z 
normaliziranimi vrednostmi za referenčni gen. Ustreznost qPCR smo ocenili preko 
učinkovitosti pomnoževanja, ki nam pove kolikšen del tarčnih molekul se pomnoži v enem 
ciklu. Pri primerno optimizirani qPCR je učinkovitost 90 – 110 %. Izračuna se s pomočjo 
grafa, v katerem je na abscisni osi (x) logaritem koncentracije standardnih raztopin, na 
ordinatni osi (y) pa Ct vrednost. Iz naklona premice nato izračunamo učinkovitost 
pomnoževanja (enačba 2) (46). Ocenili smo tudi ponovljivost učinkovitosti pomnoževanja 
in ponovljivost Cq kalibratorjev med serijami.  
 
Enačba 1: Izračun relativne dolžine telomer 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑒𝑙𝑜𝑚𝑒𝑟 =  
     
𝑐(𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 − 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛)
𝑐(𝑘𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟 − 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛)
    
     
𝑐(𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 − 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑛č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛)
𝑐(𝑘𝑎𝑙𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟 − 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛)
   
 
 
Enačba 2: Izračun učinkovitosti pomnoževanja (E) 
𝐸 = 10−1/𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛 − 1 
 
3.7 Statistična analiza 
Za statistično analizo podatkov smo uporabili statistični program IBM SPSS Statistics v. 23.  
Povezavo med DTL in spremembo v MKG smo ovrednotili preko povezave med relativno 
dolžino telomer v levkocitih in izmerjeno MKG na vratu stegnenice, ledvenih vretencih ter 
celotnem kolku. Kot statistično značilno razliko smo pri vseh statističnih analizah upoštevali 
vrednost  p < 0,05. Kot mejno statistično značilno razliko pa smo upoštevali vrednosti 0,05 
< p < 0,10.  
 
Postopek statistične analize podatkov: 
1. Za vse podatke smo preverili normalnost porazdelitve s Kolmogorov-Smirnov 
testom. Za normalno porazdeljene podatke smo v nadaljevanju uporabili 
parametrične teste, za podatke, ki se niso porazdeljevali normalno pa smo uporabili 
neparametrične teste.  
31 
 
2. S korelacijo smo ocenili povezavo med DTL in starostjo ter med razliko v MKG in 
DTL. Pri podatkih, ki so se porazdeljevali normalno smo uporabili Pearsonov 
korelacijski koeficient, pri tistih podatkih, ki se niso porazdeljevali normalno pa smo 
uporabili Spearmanov korelacijski koeficient. Oba korelacijska koeficienta lahko 
zavzameta vrednosti med -1 in 1. Vrednost 0 nam pove, da med parametroma ni 
povezanosti. Pri vrednostih blizu -1 je prisotna maksimalna negativna korelacija, pri 
vrednostih blizu 1 pa maksimalna pozitivna korelacija.  
3. Z multiplim linearnim regresijskim modelom smo preverjali vplive dolžine telomer, 
starosti, ITM, starosti ob menopavzi, jemanja vitamina D in kalcija, dolžino 
zdravljenja, prekinitvijo zdravljenja ter začetne MKG na spremembo v MKG. 
Preverili smo tudi vplive starosti, ITM, starosti ob menopavzi ter jemanja vitamina 
D in kalcija na začetno MKG. 
4. Preiskovanke smo razdelili v dve skupini, glede na to ali so se odzvale na terapijo s 
teriparatidom ali ne. S t-testom za dva neodvisna vzorca smo preverjali razliko v 
DTL med skupinama. 
5. Preiskovanke smo razdelili na tercile, glede na DTL in s testom ANOVA z 
Bonferonijevo korekcijo za medsebojne parne primerjave primerjali razlike v 







4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Osteoporoza je bolezen, pri kateri je porušeno ravnovesje med tvorbo in resorpcijo kostnine. 
Gre za presnovno bolezen, pri kateri je povečano tveganje za zlom zaradi nizke kostne mase 
in porušene mikroarhitekture kostnega tkiva (30). Z zdravljenjem želimo preprečiti zlome, 
večinoma se uporabljajo zaviralci kostne razgradnje oziroma antiresorptivi (bisfosfonati, 
denosumab, hormonsko zdravljenje, selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev), za 
hude primere pa se v Sloveniji uporablja tudi osteoanabolno zdravilo teriparatid (32, 33, 35). 
Osteoporoza je ena izmed bolezni, ki so povezane s staranjem, zato so bile izvedene številne 
študije, ki so vrednotile povezavo med krajšimi telomerami v levkocitih in pojavom bolezni 
(3, 26). DTL je predlagani kazalec za oceno starosti organizma, poleg tega pa je lahko tudi 
kazalec kumulativnega bremena vnetja in oksidativnega stresa tekom posameznikovega 
življenja (28, 29). V naši študiji smo želeli oceniti, ali lahko z relativno DTL, ocenimo kako 
dobro se bodo bolnice s hudo osteoporozo odzvale na terapijo s teriparatidom. Najprej smo 
izolirali DNA iz vzorcev krvi bolnic, ki so bili odvzeti pred začetkom terapije s 
teriparatidom. Uspešnost zdravljenja smo vrednotili z merjenjem MKG na različnih mestih 
(ledvena vretenca, celotni kolk, vrat stegnenice). MKG smo izmerili pred začetkom terapije, 
po 12 in po 24 mesecih terapije. S statistično analizo smo ocenili vplive DTL in nekaterih 
drugih dejavnikov (kronološka starost, ITM, starost ob menopavzi, terapija z vitaminom D 
in kalcijem) na spremembe MKG. 
 
4.1 Ocena koncentracije, čistosti, velikosti in integritete izolirane DNA 
4.1.1 Ocena koncentracije in čistosti izolirane DNA 
Za vsakega izmed 175 vzorcev smo izmerili koncentracijo in čistost na spektrofotometru 
NanoDrop® ND-1000 ter tako ocenili uspešnost izolacije. Koncentracije in čistost za 
posamezne vzorce so prikazani v prilogi A. Izolirali smo DNA iz 175 vzorcev polne krvi. 
Povprečna koncentracija DNA je bila 161,7 ng/μL (SD 79,9 ng/μL), minimalna 
koncentracija je bila 9,7 ng/μL, maksimalna pa 666,5 ng/μL. Velika nihanja v koncentraciji 
so lahko posledica različne koncentracije levkocitov v odvzetem vzorcu polne krvi med 
različnimi vzorci, neraztopljene DNA ali nezadostne lize celic. Čistost izolirane DNA smo 
ocenili iz razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm (A260/280) in razmerja absorbanc pri 260 
in 230 nm (A260/230). Povprečno razmerje A260/280 je bilo 1,82 (SD 0,04). Vrednost 
razmerja se je za večino vzorcev nahajala znotraj intervala 1,7 in 2,0, kar pomeni, da je bila 
izolirana DNA čista, brez prisotnih proteinov. Pri nobenem izmed vzorcev ni bilo razmerje 
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višje od 2, torej ni bilo prisotne kontaminacije z RNA. Povprečno razmerje A260/230 je bilo 
1,85 (SD 0,26). To razmerje nam pove o kontaminaciji izolirane DNA z reagenti, ki smo jih 
uporabili med izolacijo. Čista DNA ima vrednosti razmerja A260/230 znotraj intervala 2,0 
– 2,2. priporočljivo je, da je razmerje večje od 1,5, bližje 1,8, da se izolirana DNA lahko 
uporabi za nadaljnje analize. Razmerje je znižano zaradi prisotnih snovi, ki absorbirajo 
okrog 230 nm, v našem primeru so to na primer etanol, EDTA in soli. Najverjetneje je vzrok 
za to nepopolno izhlapevanje etanola po končanem postopku izolacije (43, 47). Čeprav sta 
bili razmerji A260/280 in A260/230 pri nekaterih vzorcih nižji kot je priporočeno, smo jih 
vseeno uporabili pri nadaljnjem delu. Vse prisotne kontaminacije bi lahko vplivale na 
učinkovitost qPCR, vendar za izvedbo reakcije potrebujemo zelo majhne količine DNA. Ker 
smo vzorce redčili, se je zelo zmanjšala tudi količina snovi, ki bi lahko opazno vplivale na 
potek qPCR. 
 
4.1.2. Ocena velikosti in integritete izolirane DNA 
Velikost in integriteto izolirane DNA smo ocenili s pomočjo agarozne gelske elektroforeze. 
Pri oceni velikosti smo si pomagali z označevalcem, ki je vseboval odseke DNA dolge 10 
kbp, 8 kbp, 6 kbp, 5 kbp, 4 kbp, 3 kbp, 2 kbp, 1,5 kbp, 1 kbp in 0,5 kbp. Integriteto pa smo 
ocenili glede na število in obliko lis na gelu pri posameznem vzorcu. Primer agaroznega gela 
po končani elektroforezi je prikazan na sliki 4. Izolirana DNA pri vseh vzorcih je bila daljša 
od 10 kbp. Pri posameznih vzorcih je bila rahlo fragmentirana, kar smo lahko opazili kot 
repe na koncu lis. Take vzorce lahko uporabimo pri nadaljnji analizi, saj smo pomnoževali 
krajše odseke DNA.  
 
 
Slika 4: Ocena velikosti in integritete izolirane DNA z agarozno gelsko elektroforezo. 
2 % agarozni gel, napetost: 90 V, čas: 25 minut, volumen vzorca: 2 μL, 
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4.2 Določanje relativne DTL z verižno reakcijo s polimerazo (qPCR)  
Za določitev relativne DTL smo izvedli qPCR v več serijah. Ker so reakcijski pogoji za 
referenčni gen albumin drugačni kot za telomere, smo za vsako serijo vzorcev najprej izvedli 
qPCR za telomere in naslednji dan še qPCR za albumin. Pri vsaki reakciji smo uporabili iste 
redčitve vzorcev DNA, standarde in kalibratorje in jih nanesli na isto mesto v novi 
mikrotitrski plošči, razlika je bila le v reakcijskih pogojih in oligonukleotidnih začetnikih. 
Po vsaki končani reakciji smo izvedli talilno krivuljo, da smo preverili ali so prisotni 
nespecifični produktu reakcije ali dimeri oligonukleotidnih začetnikov. Barvilo Eva Green 
se nespecifično veže v dvoverižno DNA in bi lahko tako dobili lažno zvišane vrednosti 
fluorescence. S pomočjo analizatorja LightCycler® smo iz krivulje pomnoževanja zaznali 
produkt qPCR. Način detekcije in odčitavanja Cq je prikazan na sliki 5. Analizator 
avtomatsko poda Cq za vsakega izmed triplikatov posameznega vzorca, standarda in 
kalibratorja. Ker smo vsak vzorec nanesli trikrat, smo dobili za vsak triplikat vzorca  
vrednost Cq tako za albumin kot za telomere. Preverili smo, kakšna je SD za posamezen 
triplikat vzorca. Če je bila SD > 0,3 smo izključili tisto Cq, ki je najbolj izstopala. V primeru, 
da je bila SD še vedno večja od 0,3 smo za vzorec ponovili qPCR. Ponoviti smo morali 11 







Slika 5: Krivulje pomnoževanja pri qPCR in odčitavanje kvantifikacijskega cikla (Cq) za 
standarde pri telomerah (A) in albuminu (B). 
 
Pri vsaki seriji smo spremljali učinkovitost pomnoževanja in linearnost standardne krivulje 
(preglednica VIII). Učinkovitost pomnoževanja je bila malo nižja od željene, v večini 
primerov je bila pod 90 %. Vzrokov za to je lahko več, na primer neustreznost 
oligonukleotidnih začetnikov, neprimerna koncentracija reagentov, kompetitivne reakcije ali 
prisotnost inhibitorjev in drugih spojin, ki motijo reakcijo (46). Na strukturo 
oligonukleotidnih začetnikov nimamo velikega vpliva, saj so telomere ponavljajoča se 
zaporedja. Pri reakciji smo uporabili zelo razredčene raztopine DNA, zato sklepamo, da niso 
bile prisotne moteče snovi, ki smo jih uporabili tekom izolacije DNA. Ker so serije 
primerljive med sabo in ker vrednosti bistveno ne odstopajo od ciljnih vrednosti, smo ocenili, 
da je učinkovitost pomnoževanja ustrezna. Tudi linearnost standardne krivulje je bila 
ustrezna, saj je bila v vseh serijah nad 0,9, poleg tega pa je bila primerljiva med serijami. 
Prav tako je bila ustrezna tudi negativna kontrola v vsaki seriji vzorcev. Rezultate smo 
izrazili kot razmerje med posameznim vzorcem in kalibratorjem, tako za tarčni kot za 
referenčni gen. Tako smo dobili relativno dolžino telomer za vsakega posameznika. 




Preglednica VIII: Prikaz učinkovitosti pomnoževanja in linearnost za posamezno serijo 
vzorcev. 





Linearnost (R2) Učinkovitost 
pomnoževanja (%) 
Linearnost (R2) 
1 83,24 0,997 101,05 0,998 
2 86,20 0,999 90,12 0,998 
3 84,75 0,999 88,64 0,999 
4 87,40 0,998 85,64 0,999 
5 87,05 0,998 88,05 0,981 
 
 













1425 0,989 1702 0,844 1932 0,919 
1426 1,068 1704 0,83 1933 1,195 
1427 1,232 1705 0,89 1936 1,068 
1428 0,938 1707 1,099 1939 1,134 
1429 1,203 1709 0,756 1941 1,23 
1430 1,272 1710 1,323 1942 0,879 
1431 1,024 1711 0,924 1943 0,734 
1432 1,226 1712 1,018 2001 0,894 
1433 0,805 1714 1,073 2002 0,846 
1434 1,237 1715 1,108 2004 1,244 
1435 1,122 1716 0,829 2007 1,076 
1436 0,943 1719 1,117 2013 0,984 
1437 1,304 1720 1,148 2014 0,66 
1438 0,772 1721 0,823 2015 0,733 
1439 1,079 1722 1,105 2016 0,711 
1440 1,087 1723 0,996 2019 0,644 
1441 0,876 1724 1,001 2020 0,76 
1443 0,942 1725 1,072 2022 0,923 
1444 0,964 1726 1,065 2023 1,052 
1445 1,106 1727 1,119 2033 1,144 
1446 1,209 1728 1,098 2034 0,742 
1447 0,956 1729 0,9 2036 0,636 
1452 0,86 1730 1,068 2037 0,714 
1607 0,846 1732 1,168 2039 1,134 
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1609 0,9 1733 1,129 2055 0,699 
1610 0,938 1734 1,1 2056 0,584 
1611 1,441 1736 0,997 2057 0,541 
1613 0,915 1737 1,039 2058 0,673 
1614 1,024 1738 1,169 2059 0,589 
1619 1,145 1739 0,905 2060 0,646 
1620 1,029 1740 1,02 2061 0,545 
1623 1,153 1741 1,467 2063 0,525 
1624 0,879 1742 1,055 2064 0,594 
1627 0,63 1743 0,93 2066 0,621 
1635 0,882 1744 0,667 2069 0,731 
1637 0,83 1746 1,252 2093 0,738 
1638 0,876 1747 1,115 2358 0,797 
1640 0,89 1748 0,848 2360 0,666 
1641 0,667 1750 0,919 2362 0,823 
1669 1,104 1751 0,737 2363 0,806 
1670 0,933 1752 1,314 2364 0,662 
1673 0,965 1753 1,043 2366 0,65 
1674 0,961 1754 1,237 2374 0,748 
1675 1,106 1755 1,02 2375 0,989 
1677 0,795 1756 0,89 2391 0,82 
1678 1,147 1757 0,794 2405 1,311 
1679 0,956 1759 1,136 2407 1,178 
1681 0,825 1763 0,936 2411 0,885 
1683 0,83 1766 0,875 2414 1,069 
1685 1,235 1773 1,007 2415 1,194 
1687 0,938 1774 1,17 2417 0,933 
1688 0,725 1775 0,714 2420 1,347 
1689 1,018 1777 0,859 2422 1,277 
1690 1,337 1778 1,051 povpr. 0,966 
1692 1,059 1779 0,78 SD 0,203 
1693 0,921 1918 0,864 min 0,525 
1694 1,247 1920 1,435 maks 1,457 
1695 0,807 1923 0,908 Q1 0,823 
1696 0,799 1928 1,124 Q3 1,115 
1698 1,123 1929 1,013   
1701 0,929 1931 1,375   
 
4.3 Ocena vpliva relativne DTL na zdravljenje osteoporoze s teriparatidom 
V naši preiskavi smo želeli ugotoviti, kako relativna DTL v levkocitih vpliva na uspešnost 
zdravljenja osteoporoze s teriparatidom. Uspešnost zdravljenja smo opredelili s spremembo 
v mineralni kostni gostoti. Spremljali smo mineralno kostno gostoto na treh mestih: ledvena 
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vretenca, celotni kolk in vrat stegnenice. Pridobili smo podatke o MKG pred začetkom 
zdravljenja (čas 0), po 12 mesecih in po 24 mesecih terapije s teriparatidom. Prirast MKG 
po 12 oziroma 24 mesecih smo izračunali tako, da smo od vrednosti MKG po 12 oziroma 
24 mesecih odšteli začetno vrednost MKG. Vključili smo vseh 175 preiskovank, vse so imele 
hudo obliko bolezni in so se predhodno že zdravile za osteoporozo. Osnovne informacije so 
zbrane v preglednici X. Pred začetkom statistične analize podatkov smo s Kolmogorov-
Smirnov testom preverili normalnost porazdelitve za podatke o relativni DTL, MKG pred 
začetkom zdravljenja ter razliko v MKG po 12 in 24 mesecih v ledvenih vretencih (ls), 
celotnem kolku (tot. hip) in vratu stegnenice (fn). Rezultati vseh testov normalnosti in grafi 
so zbrani v prilogi B. Normalno so se porazdeljevali podatki o relativni DTL (p = 0,200), 
MKG v času 0 na vratu stegnenice (p = 0,200), MKG v času 0 v celotnem kolku (p = 0,200), 
razlika MKG med 12 in 0 meseci v ledvenih vretencih (p = 0,058), razlika MKG med 24 in 
0 meseci v ledvenih vretencih (p = 0,200), razlika MKG med 12 in 0 meseci v celotnem 
kolku (p = 0,200) in razlika MKG med 24 in 0 meseci v celotnem kolku (p = 0,200). Za 
ostale parametre (kronološka starost, ITM, starost ob menopavzi) smo predvidevali, da se 
porazdeljujejo normalno, saj smo preiskovanke naključno izbrali iz populacije, kjer se ti 
parametri porazdeljujejo normalno. 
 
Preglednica X: Osnovni podatki o bolnicah, ki so sodelovale v naši študiji. 
 povprečje SD mediana minimum maksimum 
kronološka starost 72,4 7,26 73,0 50 87 
ITM 26,7 4,30 26,3 18,3 41,26 
starost ob menopavzi 48,2 4,67 49,0 30 56 
čas zdravljenja 
(meseci) 
22,5 4,86 24,0 1,0 25,00 
terapija z vitaminom 
D 
     DA: 157           NE: 5           ni podatka: 13 
terapija s kalcijem      DA: 34             NE: 127       ni podatka: 14 
prekinitev 
zdravljenja 




4.3.1 Korelacija med DTL in kronološko starostjo 
Telomere so lahko označevalec staranja, saj se njihova dolžina skrajša z vsako celično 
delitvijo. Povezavo med DTL in kronološko starostjo preiskovank smo ocenili s 
Pearsonovim dvostranskim parametričnim testom. Povprečna starost preiskovank ob 
pričetku študije je bila 72,4 let (SD 7,26), razpon starosti je bil od 50 do 87 let.  Podatke o 
kronološki starosti in relativni DTL smo imeli za vseh 175 preiskovank, ki smo jih vključili 
v preiskavo. Povezava med kronološko starostjo in DTL je statistično značilna (p = 0,019), 
Pearsonov koeficient korelacije je -0,177, povezava je prikazana na sliki 6. Rezultat je 
pričakovan, saj je mnogo študij, ki so odkrile, da se s staranjem krajša dolžina telomer (2, 3, 
4, 6, 8).  
 
 
Slika 6: Odnos med relativno DTL in kronološko starostjo preiskovank. 
 
4.3.2 Korelacija med relativno DTL in spremembo v MKG 
Povezavo med relativno DTL in spremembo v MKG smo ocenili s pomočjo Pearsonovega 
dvostranskega parametričnega testa ali Spearmanovega dvostranskega neparametričnega 
testa. Vrednotili smo povezavo med relativno DTL in spremembo v MKG v 12 in 24 mesecih 
v vratu stegnenice, ledvenih vretencih in celotnem kolku. Najprej smo ocenili povezavo med 
relativno DTL in MKG pred začetkom zdravljenja, nato pa še po 12 in 24 mesecih. Rezultati 
so zbrani v preglednici XI. Za vse bolnice nismo imeli vseh podatkov, zato smo pri 
posamezni korelaciji uporabili tiste, za katere smo imeli podatke. Pri podatkih, ki so se 
porazdeljevali normalno, smo uporabili Pearsonov dvostranski parametrični test, za 
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nenormalno porazdeljene podatke pa smo uporabili Spearmanov dvostranski neparametrični 
test. Mejno statistično značilna je povezava med relativno DTL in razliko v MKG-ls v 24 
mesecih (p = 0,060) in MKG-tot. hip v 24 mesecih (p = 0,073). Presenetljivo je, da je 
povezava negativna, kar pomeni, da je pri daljši relativni DTL slabši prirast MKG v ledvenih 
vretencih in celotnem kolku (slika 7). 
 
Preglednica XI: Rezultati korelacije med spremembo v MKG v 12 in 24 mesecih v vratu 









MKG-0-fn 159 0,715 0,029 / 
MKG-0-ls 161 0,458 / 0,059 
MKG-0-tot.hip 168 0,536 0,048 / 
MKG-12-0-fn 151 1,000 / 0,000 
MKG-24-0-fn 140 1,000 / 0,009 
MKG-12-0-ls 149 0,267 - 0,092 / 
MKG-24-0-ls 137 0,060 - 0,161 / 
MKG-12-0-
tot.hip 
159 0,870   0,013 / 
MKG-24-0-
tot.hip 
133 0,073 - 0,156 / 
MKG-0-fn: MKG v vratu stegnenice pred začetkom terapije; MKG-0-ls: MKG v ledvenih 
vretencih pred začetkom terapije; MKG-0-tot.hip: MKG v celotnem kolku pred začetkom 
terapije; MKG-12-0-fn: prirast MKG v vratu stegnenice po 12 mesecih terapije; MKG-24-
0-fn:  prirast MKG v vratu stegnenice po 24 mesecih terapije; MKG-12-0-ls: prirast MKG 
v ledvenih vretencih po 12 mesecih terapije; MKG-24-0-ls: prirast MKG v ledvenih 
vretencih po 24 mesecih terapije; MKG-12-0-tot.hip: prirast MKG v celotnem kolku po 12 
mesecih terapije; MKG-24-0-tot.hip: prirast MKG v celotnem kolku po 24 mesecih terapije; 
N: število preiskovank. 
 
Na splošno lahko rečemo, da so spremembe v MKG relativno majhne, razlikujejo se glede 
na mesto meritve. Največji prirast je v predelu ledvenih vretenc, saj tu prevladuje 
trabekularna kostnina, vendar je opazen prirast tudi v predelu kolka. Tako se naši rezultati 
skladajo s študijami, ki so prišle do ugotovitev, da se pri 24 mesečnem zdravljenju s 
teriparatidom poveča tvorba kortikalne in trabekularne kostnine (40). Zaradi velike 
mehanske obremenitve, ima veliko vlogo na MKG-tot. hip tudi fizična aktivnost in telesna 
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masa, torej nanjo bolj vplivajo razlike v življenjskem slogu (48). To lahko podkrepimo tudi 
z našimi ugotovitvami, saj smo pri vrednotenju vplivov na začetno MKG v celotnem kolku 
z linearno regresijo ugotovili, da ima pomemben vpliv ITM.  
 
 
Slika 7: Odnos med relativno DTL in razliko v mineralni kostni gostoti (MKG) po 24 
mesecih v ledvenih vretencih (A) in celotnem kolku (B). 
 
Čeprav je povezava med spremembo v MKG in relativno DTL le mejno statistično značilna, 
je opazen negativen trend. Glede na podatke iz drugih študij so rezultati presenetljivi, saj so 
pri raziskavah drugih boleznih prišli do drugačnih ugotovitev. Posamezniki s pridobljeno 
aplastično anemijo, ki se niso odzvali na imunosupresivno terapijo, so imeli krajše telomere 
(49). Študije pri miših in kvasovkah sicer kažejo, da so bolj kot povprečna dolžina telomer 
pomembne najkrajše telomere, saj te določajo celične odzive. Tako lahko le ena ali nekaj 
kritično kratkih telomer sproži popravljalne mehanizme DNA (11). Podatki iz drugih študij 
aplastične anemije kažejo, da hitrost krajšanja telomer bolj korelira z bolezenskimi 
spremembami kot enkratna meritev DTL. V eni izmed študij pridobljene aplastične anemije 
so opazili, da so krajše telomere tako pri tistih, ki so dosegli popolno remisijo, kot pri tistih, 
pri katerih to ni bilo uspešno. Pri bolnikih z aktivno boleznijo so našli močno korelacijo med 
krajšanjem telomer v levkocitih in trajanjem bolezni. Bolniki z aplastično anemijo so izgubili 
216 bp letno, v kontrolni skupini pa so opazili izgubo 36 bp na leto. Prav tako so pri 
nezdravljenih bolnikih z aplastično anemijo in tistih, ki se niso odzvali na zdravljenje, in so 
imeli stalno pancitopenijo odkrili značilno krajšanje telomer, ki se je lahko uporabilo za 
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oceno stopnje pancitopenije (50). Žal v naši študiji ni bila mogoča meritev hitrosti krajšanja 
telomer, drugače bi morda dobili bolj značilno povezavo. 
 
4.3.3 Multipla analiza dejavnikov, ki vplivajo na spremembo MKG pri pomenopavznih 
ženskah 
Tveganje za nastanek osteoporoze je v veliki meri odvisno od največje kostne mase, ki jo 
dosežemo v mladosti, ter od hitrosti izgube kosti med staranjem. S staranjem se tveganje 
povečuje, pomemben vpliv pa imajo tudi nastop menopavze, telesna masa ter preskrba z 
vitaminom D in kalcijem (30, 51). Ker nas je zanimal vpliv tudi teh dejavnikov na MKG, 
smo naredili multivariantno analizo. Najprej smo z linearno regresijo ocenili vpliv 
kronološke starosti, starosti ob menopavzi, relativne DTL, ITM, terapije s kalcijem in 
vitaminom D na MKG pred začetkom zdravljenja s teriparatidom. Rezultati so prikazani v 
preglednici XII. Model linearne regresije smo razvili za oceno vpliva teh dejavnikov na 
MKG pred začetkom terapije s teriparatidom na predelu ledvenih vretenc (p = 0,013), 
celotnega kolka (p = 0,028) in na predelu vrata stegnenice (p = 0,194). Na MKG v vratu 
stegnenice pred začetkom zdravljenja statistično pomembno vpliva ITM (p = 0,009), na 
MKG v ledvenih vretencih pred začetkom zdravljenja pomembno vplivata starost ob 
menopavzi (p = 0,003) in ITM (p = 0,044), na MKG v celotnem kolku pred začetkom 
zdravljenja pa statistično značilno vpliva ITM (p = 0,003), mejna statistična značilnost pa je 
pri starosti ob menopavzi (p = 0,072).  
 
Preglednica XIII: Rezultat treh modelov linearne regresije - vplivi na MKG na različnih 








N 145 147 155 
p-vrednost 
za celotni model 
0,194 0,013 0,028 
R2 0,060 0,108 0,090 
relativna DTL p = 0,673 
B = 0,036 
p = 0,351 
B = - 0,076 
p = 0,301 
B = 0,083 
kronološka starost p = 0,702 
B = 0,033 
p = 0,117 
B = -0,129 
p = 0,455 
B = 0,061 
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ITM p = 0,009 
B = - 0,220 
p = 0,044 
B = - 0,163 
p = 0,003 
B = - 0,241 
starost ob 
menopavzi 
p = 0,393 
B = 0,073 
p = 0,003 
B = 0,243 
p = 0,072 
B = 0,146 
vitamin D p = 0,335 
B = 0,080 
p = 0,730 
B = 0,028 
p = 0,792 
B = 0,021 
kalcij p = 0,635 
B = - 0,039 
p = 0,715 
B = -0,029 
p = 0,344 
B = - 0,075 
B: standardizirani naklon; N: število preiskovank v modelu. 
 
Na MKG pred začetkom zdravljenja na vseh merjenih mestih vpliva ITM, kar je 
pričakovano, saj je eden izmed glavnih dejavnikov tveganja za zlom med drugim tudi 
majhna telesna masa (30). Zanimivo je, da je povezava negativna, kar pomeni da je pri višji 
ITM nižja MKG. Povprečni ITM pri naših preiskovankah je 26,7 (SD 4,30), vrednosti so v 
razponu med 18,3 in 41,26. Po priporočilih Svetovne zdravstvene organizacije (52) tako naše 
preiskovanke v večini spadajo v skupino ljudi s povišano telesno maso (ITM ≥ 25). Naši 
rezultati tako podpirajo ugotovitve, da je prekomerna telesna masa povezana s 
pomanjkanjem pomembnih hranil za kostnino, kot sta na primer kalcij in vitamin D, 
motnjami v metabolizmu ter verjetno izgubo kostne mase in povečanim tveganjem za zlom. 
Tako povezava med MKG in ITM ni linearna, saj tudi prekomerna telesna masa nima 
zaščitne vloge pri osteoporozi (53). Na MKG v ledvenih vretencih statistično značilno vpliva 
tudi starost ob menopavzi, medtem ko je ta vpliv pri MKG v celotnem kolku mejno 
statistično značilen. Povezava kaže na pozitivni trend, kar pomeni, da je pri ženskah, ki 
kasneje vstopijo v menopavzo, višja MKG. Rezultati so smiselni, saj je tudi čas nastopa 
menopavze pomemben dejavnik za nastop osteoporoze. Nastanek osteoporoze pospeši 
prezgodnja menopavza, saj se zmanjša izločanje estrogenov, ki imajo pomembno vlogo pri 
regulaciji prenove kosti. Z vezavo na specifične jedrne estrogenske receptorje α, ki v kosteh 
prevladujejo, regulirajo nastajanje osteoklastov tako, da inhibirajo nastajanje RANKL in 
spodbudijo nastajanje osteoprotegerina (30, 35). Opazno znižanje ravni estrogenov, ki 
nastopi po menopavzi povzroči zmanjšanje kostne mase. Njena hitra izguba po začetku 
menopavze se nadaljuje deset let, zatem nastopi obdobje, ko je ta proces počasnejši (31). 
Ostali dejavniki, ki smo jih upoštevali pri linearni regresiji (relativna DTL, kronološka 
starost, terapija z vitaminom D in kalcijem) niso kazali statistično pomembnega vpliva na 
44 
 
MKG pred začetkom zdravljenja. Ugotovitve naše študije tako potrjujejo ugotovitve tistih, 
ki niso uspeli dokazati povezave med DTL in znižano MKG (3, 26, 27, 48). 
 
Z linearno regresijo smo ovrednotili tudi vplive na spremembe MKG v 12 in 24 mesecih. 
Ugotavljali smo vplive relativne DTL, kronološke starosti, starosti ob menopavzi, terapije z 
vitaminom D in kalcijem, ITM, časa zdravljenja s teriparatidom, vpliv začetne MKG ter  
prekinitve zdravljenja. Rezultati so podani v preglednici XIII. Na razliko MKG-fn po 12 
mesecih terapije s teriparatidom ima mejno statistično značilen vpliv začetna MKG-fn (p = 
0,101). Povezava je negativna, večja kot je začetna MKG, manjši je prirast MKG v vratu 
stegnenice. Na razliko MKG-fn po 24 mesecih terapije značilno vpliva začetna MKG (p = 
0,013), mejna značilnost je pri vnosu vitamina D (p = 0,101) in kalcija (p = 0,055). Trend 
povezave med razliko v MKG-fn po 24 mesecih in začetno MKG je negativen, torej bo pri 
manjši začetni MKG, večji prirast kostne mase. Povezava med vnosom vitamina D in kalcija 
pa nakazuje, da je večji prirast MKG v vratu stegnenice v 24 mesecih, če med zdravljenjem 
uživamo vitamin D in kalcij. Na razliko v MKG-ls po 12 in 24 mesecih mejno značilno 
statistično vpliva starost ob menopavzi (p = 0,076 in p = 0,084), na razliko MKG-ls po 12 
mesecih pa mejno značilno vpliva tudi začetna MKG v ledvenih vretencih (p = 0,073). Tudi 
tu so povezave negativno povezane, torej lahko ob večji starosti pri menopavzi pričakujemo 
slabši prirast MKG-ls, pri merjenju MKG-ls po 12 mesecih terapije pa lahko glede na 
dobljene rezultate pričakujemo, da pa bo pri večji začetni MKG slabši prirast MKG-ls. Pri 
vplivu na prirast MKG-tot. hip po 12 in 24 mesecih terapije ima statistično pomembno vlogo 
začetna MKG v celotnem kolku (p = 0,001 in p = 0,000), pri prirastu MKG-tot. hip po 24 
mesecih pa značilno vpliva vnos kalcija (p = 0,049) in mejno statistično značilno vpliva 
relativna DTL (p = 0,064). Večja kot je začetna MKG v celotnem kolku, nižji je prirast  
MKG-tot. hip po 12 in 24 mesecih, če ne uživamo kalcija in če imamo daljše telomere, 









Preglednica XIII: Rezultati linearne regresije - vplivi na MKG po 12 in 24 mesecih 



















0,576 0,110 0,162 0,389 0,019 0,004 
R2 0,055 0,104 0,094 0,072 0,130 0,176 
relativna 
DTL 
p = 0,903 
B = 0,011 
p = 0,847 
B = 0,017 
p = 0,949 
B =-0,006 
p = 0,145 
B = -0,131 
p = 0,621 
B = 0,040 
p = 0,064 
B = -0,160 
kronološka 
starost 
p = 0,913 
B = 0,010 
p = 0,745 
B =-0,029 
p = 0,716 
B = 0,032 
p = 0,857 
B = -0,016 
p = 0,106 
B = 0,135 
p = 0,356 
B = -0,081 
ITM p = 0,594 
B = 0,049 
p = 0,884 
B = 0,013 
p = 0,208 
B = 0,112 
p = 0,613 
B = 0,045 
p =  0,555 
B = 0,051 
p = 0,425 
B = -0,069 
starost ob 
menopavzi 
p = 0,897 
B = 0,011 
p = 0,533 
B= -0,055 
p =0,076 
B = -0,159 
p = 0,084 
B = -0,159 
p = 0,451 
B = -0,062 
p = 0,348 
B = 0,082 
vitamin D p = 0,682 
B = -0,036 
p = 0,101 
B = -0,140 
p = 0,748 
B = -0,027 
p = 0,597 
B = -0,046 
p = 0,294 
B = -0,084 
p = 0,839 
B = 0,017 
kalcij p = 0,490 
B = -0,060 
p = 0,055 
B = -0,165 
p = 0,729 
B = -0,030 
p = 0,741 
B = 0,030 
p = 0,556 
B = -0,047 
p = 0,049 
B = -0,068 
čas 
zdravljenja 
/ p = 0,956 
B =-0,007 
/ p = 0,682 
B =-0,049 
/ p = 0,449 
B = -0,087 
prekinitev 
zdravljenja 
p = 0,194 
B = 0,159 
p = 0,346 
B = 0,113 
p = 0,359 
B = 0,111 
p = 0,432 
B = 0,092 
p = 0,810 
B = -0,029 
p = 0,582 
B = 0,062 
začetna 
MKG 
p = 0,101 
B = -0,147 
p = 0,013 
B = -0,222 
p = 0,073 
B = -0,164 
p = 0,312 
B = -0,094 
p = 0,001 
B = -0,283 
p = 0,000 
B = -0,348 
MKG-12-0-fn: prirast MKG v vratu stegnenice po 12 mesecih terapije; MKG-24-0-fn:  
prirast MKG v vratu stegnenice po 24 mesecih terapije; MKG-12-0-ls: prirast MKG v 
ledvenih vretencih po 12 mesecih terapije; MKG-24-0-ls: prirast MKG v ledvenih vretencih 
po 24 mesecih terapije; MKG-12-0-tot.hip: prirast MKG v celotnem kolku po 12 mesecih 
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terapije; MKG-24-0-tot.hip: prirast MKG v celotnem kolku po 24 mesecih terapije; B: 
standardizirani naklon, N: število preiskovank v modelu. 
 
Vse bolnice, ki so sodelovale v naši preiskavi, so se že predhodno zdravile zaradi 
osteoporoze in imajo hudo obliko bolezni. V Sloveniji se teriparatid predpisuje po 
individualni obravnavi na strokovnih konzilijih v Univerzitetnih kliničnih centrih v Ljubljani 
in Mariboru bolnikom z zelo visokim tveganjem za zlome, na primer tistim, ki utrpijo 
osteoporozni zlom po vsaj enem letu ustreznega zdravljenja osteoporoze (32). Podatki iz 
nekaterih študij kažejo, da je lahko učinkovitost zdravljenja osteoporoze s teriparatidom 
odvisna tudi od predhodnega zdravljenja. Razlike naj bi bile predvsem med bolnicami, ki 
začnejo z osteoanabolnimi zdravili in nadaljujejo z antiresorptivi ter tistimi, ki imajo obratno 
zaporedje zdravil (54, 55). Ker so se vse naše bolnice že predhodno zdravile z ostalimi 
zdravili za osteoporozo, ne moremo vrednotiti vpliva vrstnega reda zdravljenja na uspešnost 
terapije s teriparatidom. Če se osredotočimo na vpliv posameznega dejavnika na prirast 
MKG na različnih mestih, lahko opazimo, da začetna MKG statistično značilno vpliva na 
prirast MKG v stegnenici po 24 mesecih ter celotnem kolku po 12 in 24 mesecih. Mejna 
statistična značilnost je pri prirastu MKG po 12 mesecih v vratu stegnenice in v ledvenih 
vretencih. Trend vpliva je povsod negativen, boljši prirast je pri bolnicah z nižjo začetno 
MKG. S to ugotovitvijo lahko podpremo način predpisovanja zdravljenja osteoporoze in 
pojasnimo zakaj se teriparatid predpisuje predvsem bolnikom s hudo osteoporozo. Ne samo 
zaradi visoke cene in težavnega doziranja (vsakodnevno injiciranje), temveč tudi zato, ker 
ima pri njih največji učinek. Podoben vpliv nakazuje tudi starosti ob menopavzi na prirast 
MKG v ledvenih vretencih po 12 in 24 mesecih. Povezava je sicer mejno statistično značilna, 
vendar tudi negativna. Bolnice, ki so kasneje vstopile v menopavzo, imajo slabši odziv na 
zdravljenje. Vpliv starosti ob menopavzi je smiseln, z dolžino menopavze se manjša kostna 
gostota. Hitreje kot pridejo ženske v menopavzo, torej dlje časa kot so v menopavzi, večja 
bo izguba kostne mase, pri nižji MKG pa je boljši odziv na zdravljenje. 
 
Mejno oziroma statistično značilno na prirast MKG v vratu stegnenice in celotnega kolka 
vpliva vnos vitamina D in kalcija med terapijo s teriparatidom. Pri zdravljenju osteoporoze 
se priporoča zadosten vnos kalcija in vitamina D (32). Kalcij je pomemben kot sestavina 
kristalov hidroksiapatita, ki določa strukturo in mikroarhitekturo kostnine, vitamin D pa 
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nadzoruje sintezo kalcij-vezočih proteinov v osteoblastih ter uravnava absorpcijo kalcija v 
črevesju in reabsorpcijo v ledvičnih tubulih. S tem prepreči izplavljanje kalcija iz kostnine. 
Pomembno je, da preprečimo pomanjkanje vitamina D, povečani vnosi pa nimajo dodatnega 
pozitivnega učinka, tudi če se uživajo skupaj s kalcijem (56). Pomembna je tudi zadostna 
preskrba z ostalimi hranili, saj v primeru pomanjkanja le teh pride do večjega oksidativnega 
stresa, ki vpliva tudi na dolžino telomer (57). Heaney in sodelavci so prišli do zaključka, da 
ni razlike med različnimi viri kalcija za zagotavljanje anabolnega učinka teriparatida (58). 
Ker je velika večina preiskovank v naši študiji jemala vitamin D, ne moremo priti do trdnega 
zaključka ali jemanje vitamina D pozitivno vpliva na uspešnost zdravljenja. Elraiyah in 
sodelavci so prišli do ugotovitev, da jemanje vitamina D med terapijo s teriparatidom 
negativno vpliva na uspešnost zdravljenja (54). To so pojasnili z vlogo vitamina D kot 
spodbujevalca tvorbe osteoklastov preko izražanja RANKL, kar vodi do povečane resorpcije 
kosti.  
 
Najbolj nas je zanimal vpliv relativne DTL na prirast MKG. Dokazali smo le mejno 
statistično značilen vpliv na prirast MKG-tot. hip v 24 mesecih. Zanimivo je, da ima 
povezava negativen trend, bolnice s kratkimi telomerami so imele boljši prirast MKG v 
kolku. Ta parameter smo izbrali za oceno odziva na zdravljenje in uspešnosti terapije, a 
čeprav je MKG pomembna komponenta za oceno čvrstosti kosti, ni popoln kazalec ocene 
tveganja za zlom, saj lahko zdravila vplivajo tudi na izboljšanje kvalitete kosti, ki jo 
predstavlja stopnja remodelacije kosti, mikroarhitektura, kopičenje poškodb, mineralizacija 
ter lastnosti kolagenskega matriksa (55). Heaney in sodelavci so v študiji, v kateri so 
proučevali odziv na zdravljenje s teriparatidom s spremembo v MKG prišli do sklepa, da 
lahko odziv na zdravljenje s teriparatidom označimo kot neuspešen, ker je sprememba MKG 
premajhna ali pa ker je meritev preveč nenatančna. Ugotovili so, da so biokemijski 
označevalci kostne remodelacije pri vseh bolnikih kazali na to, da se je tvorba kostnine 
povečala, čeprav pri nekaterih niso zaznali spremembe v MKG (58). Morda bi bilo tudi v 
naši študiji smiselno poleg MKG spremljati biokemijske označevalce kostne remodelacije 




4.3.4 Primerjava DTL med bolnicami z uspešnim odzivom na zdravljenje in bolnicami, ki 
se niso odzvale na zdravljenje 
Bolnice smo razdelili v dve skupini, glede na odziv na terapijo s teriparatidom. Kot uspešen 
odziv na zdravljenje smo glede na podatke iz literature izbrali kriterij, da je prirast v MKG 
v ledvenih vretencih ≥ 3 %. Za ostali mesti, kjer smo merili MKG (celotni kolk in vrat 
stegnenice), pa uspešnost zdravljenja ni definirana. Prirast MKG smo izračunali po enačbi 
3. Nato smo v vsaki skupini preverili normalnost porazdelitve s Shapiro-Wilk testom. Ker 
so se podatki v obeh skupinah po 24 mesecih porazdeljevali normalno smo razliko med 
skupinama preverili s t-testom za dva neodvisna vzorca. Rezultati so prikazani v preglednici 
XIV in na sliki 8. 
 
Enačba 3: Izračun prirasta MKG. 
𝑝𝑟𝑖𝑟𝑎𝑠𝑡 𝑀𝐾𝐺 (24 𝑚𝑒𝑠𝑒𝑐𝑒𝑣) =  
𝑟𝑎𝑧𝑙𝑖𝑘𝑎 𝑣 𝑀𝐾𝐺 24 − 0
𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑎 𝑀𝐾𝐺
     
 
 
Preglednica XIV: Primerjava relativnih DTL med skupinama z uspešnim in neuspešnim 
odzivom na zdravljenje s teriparatidom po 24 mesecih. 
 uspešen odziv na 
zdravljenje s 
teriparatidom 
neuspešen odziv na 
zdravljenje s 
teriparatidom 
N 80 57 
povprečna relativna DTL 0,932 1,017 
95 % interval zaupanja 0,889 - 0,975 0,966 - 1,068 
mediana 0,933 1,052 
SD 0,194 0,194 
minimum 0,525 0,545 
maksimum 1,441 1,467 
Shapiro-Wilk test p = 0,819 p = 0,436 
t-test za dva neodvisna 
vzorca 






Slika 8: Primerjava relativnih DTL med bolnicami z uspešnim (A) in neuspešnim (B) 
odzivom na zdravljenje s teriparatidom glede na prirast MKG v ledvenih vretencih. 
 
Pri tem delu statistične analize smo za definiranje uspešnosti zdravljenja uporabili podatke 
o spremembi MKG v predelu vretenc, saj je prirast tu največji in je le za to mesto definirana 
uspešnost zdravljenja. Tudi tukaj so rezultati presenetljivi, saj ponovno kažejo na to, da se 
bolnice z daljšimi telomerami slabše odzivajo na zdravljenje. Če poleg tega statističnega 
testa upoštevamo še rezultate korelacije med DTL in prirastom MKG v predelu ledvenih 
vretenc, celotnega kolka ter vrata stegnenice, korelacije med MKG in kronološko starostjo 
ter linearno regresijo dejavnikov na prirast MKG, lahko opazimo, da so imele daljše telomere 
v levkocitih mlajše bolnice, ki so imele v osnovi višjo začetno MKG. Zaradi mehanizma 
delovanja teriparatida, so imele te bolnice zato slabši prirast MKG. Na osnovi dobljenih 
rezultatov torej ne moremo dokazati, da bi enkratno meritev DTL lahko uporabili, da bi 
ocenili katera bolnica se bo uspešno odzvala na zdravljenje in katera ne. Morda bi bilo bolje, 
če bi namesto enkratne meritve DTL merili hitrost krajšanja telomer.  
 
4.3.5 Primerjava prirasta MKG med skupinami bolnic z različno relativno DTL 
Bolnice smo razdelili na v tri skupine, glede na tercile relativne DTL. V prvi skupini so bile 
posameznice z najkrajšimi telomerami v levkocitih, v tretji pa tiste z najdaljšimi telomerami. 
Za tak pristop smo se odločili, ker smo ga zasledili v literaturi (59, 60). V vsaki izmed skupin, 
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smo s Shapiro-Wilk testom preverili ali se podatki znotraj skupine porazdeljujejo normalno, 
z Levenovim testom preverili homogenost varianc ter nato z enofaktorsko ANOVO in 
Bonferoni testom primerjali razlike v prirastu MKG v ledvenih vretencih, celotnem kolku in 
vratu stegnenice po 24 mesecih.  V predelu ledvenih vretenc so se podatki o prirastu MKG 
v dveh skupinah porazdeljevali normalno, v eni pa ne. Z Levenovim testom smo dokazali 
homogenost varianc, zato smo nadaljevali z enofaktorsko ANOVO, s katero smo odkrili, da 
je med skupinami statistično značilna razlika v prirastu MKG. Z Bonferoni testom smo 
ugotovili, da se razlikujeta 2. in 3. skupina (p = 0,030). Rezultati so prikazani v preglednici 
XV in na sliki 9. V predelu vratu stegnenice so se podatki v dveh skupinah porazdeljevali 
normalno, v eni ne, prav tako smo dokazali homogenost varianc, enofaktorska ANOVA pa 
je pokazala, da med posameznimi skupinami ni razlik v prirastu MKG (p = 0,777). Rezultati 
so prikazani v prilogi C. V predelu celotnega kolka so se podatki v vseh treh skupinah 
porazdeljevali normalno, dokazali smo homogenost varianc, z enofaktorsko ANOVO smo 
ugotovili, da obstajajo razlike v prirastu MKG (p = 0,016). Razlike so med drugim in tretjim 
tercilom (p = 0,013), rezultati so prikazani v prilogi D. Opazimo lahko, da so rezultati 
podobni za predel ledvenih vretenc in celotnega kolka. 
 
 
Preglednica XV: Primerjava prirasta MKG v 24 mesecih v ledvenih vretencih med 
skupinami bolnic z različno relativno DTL. 
 1. skupina 2. skupina 3. skupina 
N 45 45 47 
razpon vrednosti 
DTL v skupini 
0,525 – 0,876 0,879 – 1,068 1,069 – 1,467 
povprečni prirast 
MKG v ledvenih 
vretencih 
0,059 0,075 0,027 
SD 0,080 0,082 0,099 
95 % interval 
zaupanja 
0,035 – 0,083 0,049 – 0,099 -0,002 – 0,056 
minimum - 0,107 - 0,149 - 0,285 
maksimum 0,275 0,228 0,323 
Shapiro-Wilk test p = 0,923 p = 0,529 p = 0,021 
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Levene test  
enakost varianc 
p = 0,866 → variance so homogene 
enofaktorska 
ANOVA 
p = 0,031 → skupine se statistično značilno razlikujejo med sabo 
glede na prirast MKG v ledvenih vretencih po 24 mesecih 
Bonferoni test razlika med 1. in 2. skupino: p = 1,000 
razlika med 1. in 3. skupino: p = 0,238 
razlika med 2. in 3. skupino: p = 0,030 
 
  
Slika 9: Primerjava prirasti MKG v ledvenih vretencih po 24 mesecih terapije s 
teriparatidom med skupinami bolnic z različnimi relativnimi DTL. 
 
Najboljši prirast MKG v ledvenih vretencih in v celotnem kolku po 24 mesecih so imele 
bolnice, ki so bile razvrščene v drugi tercil glede na DTL, sledile so jim bolnice z najkrajšimi 
telomerami v levkocitih, najslabši prirast MKG pa so imele bolnice z najdaljšimi 
telomerami. Statistično značilna razlika v prirastu je bila med zadnjima dvema skupinama 
bolnic.  Glede na rezultate lahko rečemo, da je najbolje, če telomere niso predolge ali 
prekratke. Prekratke telomere so znak celičnega staranja in so povezane s številnimi s 
starostjo povezanimi boleznimi, predolge telomere pa predstavljajo povečano tveganje za 
razvoj raka. Različni vzroki za podaljševanje telomer imajo za bolezni specifične posledice. 
Trenutna dolžina telomer odseva tako genetske kot okoljske dejavnike. Daljše telomere naj 
bi bile na splošno povezane z nizkim tveganjem za razvoj bolezni in smrtnostjo. Genetski 
dejavniki, ki skrbijo za daljšanje telomer, zmanjšujejo tveganje za koronarno arterijsko 
bolezen in Alzheimerjevo bolezen, vendar zvišujejo tveganje za določene tipe raka in skupno 
smrtnost zaradi raka. Ostali (ne-genetski) deljavniki, ki prispevajo k daljšanju telomer, pa 
imajo zaščitno vlogo pri vseh incidencah bolezni in smrtnosti (4). Pri študiji T-celične 
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levkemije pri odraslih so odkrili, da imajo bolniki z večjo aktivnostjo telomeraze in krajšimi 
telomerami večjo verjetnost za slabšo prognozo. Zanimivo je, da pri študiji pediatrične T-
celični levkemiji niso odkrili povezave med aktivnostjo telomeraze ali dolžine telomer ter 





Namen magistrske naloge je bil ovrednotiti vpliv DTL na uspešnost zdravljenja osteoporoze 
z osteoanabonim zdravilom teriparatidom, kar je prva študija te povezave. Naše ugotovitve 
so: 
 Mejno statistično značilna je povezava med relativno DTL in spremembo MKG v 24 
mesecih zdravljenja v predelu ledvenih vretenc (p = 0,060) in kolka (p = 0,073), kaže se 
negativen trend. Statistično značilna je povezava med kronološko starostjo in DTL (p = 
0,019, Pearsonov koeficient korelacije je -0,177). 
 Na MKG pred začetkom zdravljenja s teriparatidom vpliva ITM, in sicer vpliva na MKG 
v predelu vratu stegnenice (p = 0,009), ledvenih vretenc (p = 0,003) in kolka (p = 0,003), 
starost ob menopavzi ima vpliv na MKG v predelu ledvenih vretenc (p = 0,044), mejno 
statistično značilno pa tudi v predelu kolka (p = 0,072). 
 Na spremembo v MKG (24 mesecev) vpliva MKG pred začetkom zdravljenja v vratu 
stegnenice (p = 0,013) in kolku (p = 0,000), mejno statistično značilno tudi v ledvenih 
vretencih (p = 0,073). Starost ob menopavzi ima mejno statistično značilen vpliv na 
spremembo MKG v ledvenih vretencih (p = 0,076). Kalcij ima mejno statistično značilen 
vpliv na prirast MKG v predelu vrata stegnenice in kolka. Relativna DTL ima mejno 
statistično značilen vpliv na spremembo v kolku (p = 0,064) 
 Bolnice, ki so se uspešno odzvale na zdravljenje s teriparatidom, so imele krajše telomere 
kot tiste, pri katerih je bilo zdravljenje neuspešno (p = 0,013). 
 Najboljši povprečni prirast MKG v predelu ledvenih vretenc in v celotnem kolku po 24 
mesecih so imele bolnice, ki so po DTL na sredini.  
 
Če upoštevamo vse rezultate statistične analize, lahko opazimo, da imajo mlajše bolnice v 
osnovi daljše telomere in večjo začetno MKG. Zaradi načina delovanja teriparatida imajo te 
bolnice slabši prirast MKG. Naše hipoteze tako ne moremo potrditi, saj z enkratno meritvijo 
relativne DTL pred začetkom zdravljenja s teriparatidom ne moremo napovedati uspešnosti 
terapije. Morda bi bilo poleg MKG smiselno spremljati tudi biokemijske kazalce kostne 
prenove (CTX, PINP), ki bi še bolje pokazali kako se bolnice odzivajo na zdravljenje. Poleg 
tega bi bilo po podatkih nekaterih študij bolj smiselno meriti stopnjo krajšanja telomer ali pa 
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1425 199,9 1,77 1,68 1739 172,3 1,84 1,94 
1426 108,0 1,76 1,32 1740 236,9 1,85 2,01 
1427 120,3 1,78 1,25 1741 242,3 1,85 2,02 
1428 167,2 1,79 1,55 1742 153,4 1,80 1,63 
1429 101,5 1,80 2,06 1743 189,5 1,83 1,95 
1430 32,4 1,34 0,94 1744 170,9 1,82 1,70 
1431 121,5 1,81 2,16 1746 111,0 1,81 2,87 
1432 110,2 1,80 2,08 1747 196,9 1,82 2,13 
1433 149,9 1,81 2,15 1748 148,0 1,82 2,04 
1434 214,4 1,81 2,13 1750 165,9 1,81 2,07 
1435 130,7 1,81 2,16 1751 145,4 1,82 2,06 
1436 89,1 1,80 2,05 1752 145,0 1,84 1,62 
1437 121,6 1,81 2,10 1753 14,8 1,82 2,03 
1438 135,8 1,81 2,10 1754 125,5 1,82 1,93 
1439 156,3 1,82 1,85 1755 170,9 1,84 1,68 
1440 244,7 1,82 2,16 1756 208,5 1,82 2,10 
1441 162,3 1,81 2,18 1757 161,4 1,81 2,11 
1443 240,8 1,82 2,16 1759 14,1 1,80 1,58 
1444 317,5 1,86 2,07 1763 146,5 1,82 1,58 
1445 183,7 1,78 1,68 1766 16,2 1,81 1,69 
1446 258,0 1,84 1,85 1773 55,7 1,87 1,38 
1447 666,5 1,83 2,11 1774 105,6 1,83 1,53 
1452 253,1 1,82 1,69 1775 100,2 1,83 1,56 
1607 105,6 1,80 2,15 1777 95,5 1,83 1,65 
1609 172,4 1,84 2,10 1778 139,4 1,83 1,66 
1610 171,5 1,83 2,26 1779 156,0 1,83 1,76 
1611 259,6 1,85 2,11 1918 231,0 1,83 1,81 
1613 212,6 1,83 2,25 1920 87,3 1,79 1,55 
1614 125,7 1,81 2,21 1923 79,2 1,80 1,49 
X 
 
1619 219,5 1,83 2,26 1928 79,0 1,81 1,54 
1620 237,1 1,83 2,12 1929 9,7 1,82 1,51 
1623 153,7 1,81 2,14 1931 95,1 1,81 1,57 
1624 59,7 1,81 1,98 1932 178,7 1,83 1,87 
1627 505,9 1,79 1,54 1933 154,3 1,83 1,75 
1635 201,1 1,85 1,98 1936 137,2 1,84 1,75 
1637 173,6 1,83 1,90 1939 98,2 1,84 1,56 
1638 219,7 1,87 1,97 1941 160,5 1,83 1,77 
1640 158,7 1,82 2,16 1942 112,0 1,83 1,51 
1641 248,8 1,84 2,04 1943 73,9 1,82 1,74 
1669 142,2 1,83 1,71 2001 108,6 1,84 1,59 
1670 84,8 1,83 1,34 2002 134,9 1,86 1,77 
1673 161,7 1,84 2,05 2004 18,7 1,84 0,89 
1674 244,0 1,85 2,07 2007 134,8 1,85 1,84 
1675 178,6 1,85 2,11 2013 106,4 1,82 2,07 
1677 166,2 1,84 1,83 2014 125,9 1,81 1,89 
1678 177,7 1,80 1,84 2015 57,6 1,81 1,79 
1679 211,3 1,83 1,86 2016 158,7 1,82 2,03 
1681 145,3 1,83 1,98 2019 104,6 1,82 1,98 
1683 161,2 1,79 1,80 2020 128,3 1,80 1,93 
1685 121,8 1,82 1,80 2022 115,8 1,81 1,94 
1687 229,7 1,85 2,09 2023 112,5 1,79 1,70 
1688 122,4 1,83 1,98 2033 125,0 1,84 1,78 
1689 279,1 1,86 2,18 2034 185,7 1,84 1,90 
1690 210,7 1,81 1,93 2036 166,5 1,85 1,83 
1692 66,1 1,81 2,03 2037 141,6 1,83 1,84 
1693 93,7 1,79 1,67 2039 104,9 1,85 1,72 
1694 216,1 1,82 1,85 2055 141,2 1,82 2,05 
1695 114,5 1,77 1,68 2056 235,5 1,83 2,12 
1696 120,8 1,82 2,24 2057 118,8 1,80 2,05 
1698 215,0 1,85 1,97 2058 210,9 1,83 2,03 
1701 156,3 1,82 1,88 2059 211,9 1,83 2,16 
1702 303,3 1,85 2,07 2060 172,9 1,81 2,07 
1704 243,8 1,83 1,93 2061 128,6 1,81 2,02 
1705 183,4 1,81 1,82 2063 121,4 1,80 1,90 
XI 
 
1707 184,1 1,84 1,88 2064 149,2 1,81 2,06 
1709 278,0 1,81 1,77 2066 109,1 1,80 1,76 
1710 182,9 1,80 1,82 2069 139,9 1,81 2,02 
1711 163,9 1,80 1,77 2093 121,6 1,82 1,75 
1712 193,2 1,83 1,82 2358 125,8 1,87 1,49 
1714 218,2 1,81 1,83 2360 132,8 1,85 1,54 
1715 121,0 1,75 1,51 2362 81,6 1,82 1,34 
1716 209,9 1,82 1,92 2363 131,3 1,83 1,52 
1719 161,5 1,79 1,80 2364 172,6 1,84 1,68 
1720 262,5 1,84 2,05 2366 104,1 1,83 1,59 
1721 337,9 1,81 1,93 2374 124,2 1,86 1,63 
1722 223,2 1,87 2,03 2375 99,3 1,83 1,55 
1723 131,4 1,85 1,93 2391 139,7 1,83 1,55 
1724 176,6 1,85 1,98 2405 151,8 1,83 1,65 
1725 152,4 1,85 1,95 2407 177,3 1,86 1,85 
1726 366,4 1,86 2,08 2411 271,9 1,82 1,81 
1727 197,1 1,84 1,93 2414 126,0 1,82 1,24 
1728 122,8 1,85 1,88 2415 173,8 1,86 1,42 
1729 146,4 1,86 1,93 2417 208,1 1,85 1,51 
1730 208,8 1,86 2,00 2420 184,8 1,87 1,50 
1732 21,2 1,84 1,93 2422 49,8 1,85 1,43 
1733 182,2 1,85 1,77 N 175 175 175 
1734 334,9 1,84 2,07 Povpr. 161,7 1,82 1,85 
1736 120,0 1,83 1,78 SD 79,9 0,04 0,26 
1737 285,3 1,85 2,04 Min. 9,7 1,34 0,89 





Priloga B: Rezultati testiranja normalnosti porazdelitve podatkov s Kolmogorov-
Smirnov testom. 
 
podatki p-vrednost podatki p-vrednost 
relativna DTL 0,200 MKG fn-24-0 0,035 
MKG fn-0 0,200 MKG ls-12-0 0,058 
MKG ls-0 0,000 MKG ls-24-0 0,200 
MKG tot.hip-0 0,200 MKG tot.hip-12-0 0,200 













Priloga C: Primerjava prirasta MKG v 24 mesecih v vratu stegnenice  med 
skupinami bolnic z različno relativno DTL. 
 
 1. skupina 2. skupina 3. skupina 
N 46 49 45 
povprečni prirast 








SD 0,044883 0,051248 0,052757 
95 % interval 
zaupanja 
-0,01250 – 0,01415 
 
-0,01494 – 0,01450 -0,00923 – 0,02247 
minimum -0,085 -0,128 -0,198 
maksimum 0,118 0,128 0,150 
Shapiro-Wilk test p = 0,359 p = 0,444 p = 0,000 
Levene test o 
enakost varianc 
p = 0,764 → variance so homogene 
enofaktorska 
ANOVA 
p = 0,031 → skupine se statistično značilno ne razlikujejo med 






Priloga D: Primerjava prirasta MKG v 24 mesecih v celotnem kolku  med 
skupinami bolnic z različno relativno DTL. 
 
 1. skupina 2. skupina 3. skupina 
N 44 43 46 
povprečni prirast 








SD 1,110737 0,152854 0,145652 
95 % interval 
zaupanja 
0,05531 – 0,12264 0,07926 – 1,17334 -0,00182 – 0,08469 
minimum -0,138 -0,184 -0,257 
maksimum 0,307 0,441 0,347 
Shapiro-Wilk test p = 0,713 p = 0,717 p = 0,653 
Levene test o 
enakost varianc 
p = 0,214 → variance so homogene 
enofaktorska 
ANOVA 
p = 0,016 → skupine se statistično značilno razlikujejo med sabo 
glede na prirast MKG v vratu stegnenice po 24 mesecih  
Bonferoni test razlika med 1. in 2. skupino: p = 0,625 
razlika med 1. in 3. skupino: p =  0,312 
razlika med 2. in 3. skupino: p = 0,013 
 
 
